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Copolymere far den Transport von Nukleinsauren in die 
Zelle 
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Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet des 
Gentransfers, insbesondere auf nichtvirale Vektoren. 



10 



Die Verf tigbarkeit stabiler, effizienter Genvektoren ist 
Voraussetzung fur die klinische Umsetsbarkeit 
gentherapeutischer Strategien. Allerdings sind die 
meisten bekannten Gentransf er-Vehikel bei der 
systemischen Anwendung mit dem 2iel der somatischen 
Gentherapie noch :nit Problemen behaf tet . 



Fur effizienten Gentransfer in vivo sind grunds&tzlich 
folgende zwei Transportprcblenne zu I5sen: 1) Transfer 
des zu transferierenden Agens (z.B. Plasmid-DbJA, 

IS Oligonukleotide) von der Applikationsstelle im 

Organismus zur Zielzelle (der extrazelluiare Aspekt) 
und 2) Transfer des zu transf erierenden Agens von der 
Zelloberflache in das Zytoplasma bzw. den Zellkern (der 
zellulare Aspekt) . Eine wesentliche Voraussetzung fur 

20 den rezeptorvermittelten Gentransfer ist die 

Kcmpaktierung von DMA zu Parti keln von VirusgrSAe und 
Freisetzung der DNA aus in*cernen Vesikeln nach 
endozytotischer Aufnahme in die Zellen. Diese 
Voraussetzung wird durch Kompaktierung von DNA mit 

25 bestinunten kationischen Polymeren erfUllt, deren 
chemische Beschaf fenheit die Freisetzung von 
DNA-Komplexen aus internen Vesikeln (Endosomen, 
Lysosomen) nach endzytotischer Aufnahme in Zellen 
gewahrleistet (Boussif et al«, 199S; Ferrari et al., 

30 1997; Haensler & Szoka, 1993; Tang et al., 1996). Solch 
ein Effekt wird auch durch den Einbau von pH-abhSngigen 
membranzerstOrenden Peptiden in DNA-Komplexe erzielt 
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{Plank et al., 1994; WO 93/07283). Bei geeigneter 
Zusammensetzung der DNA-Komplexe kann eine spezifische 
Aufnahme und effizienter Gentransfer in Zellen durch 
Rezeptor-Liganden-Wechselwirkung erzielt werden 
5 (Kircheis et al., 1997, Zanta et al., 1997). Besonders 
geeignet fUr den rezeptorvermittelten Gentransfer sind 
auch Komplexe von DNA mit kationischen Peptiden 
(Gottschalk et al., 1S9S; Wadhwa et al. f 1997; Plank et 
al., 1999), 

10 

Die klinische Umsetzung der vielversprechenden 
Forschungsergebnisse, die im Gentransfer mit 
nichtviralen Vektoren erzielt werden, wird unter 
anderem dadurch erschwert, da& der extrazelluiare 

15 Aspekt des Transportproblems nur unvollstandig gelost 
1st. Eine der Ursachen fQr dieses Problem ist die 
chemisch-physi kalis che Beschaf f enheit der nichtviralen 
Gentransfervektoren, aufgrund derer sie bei 
systemischer Anwendung starke Wechselwirkungen mit 

20 Blut- und Gewebekoraponenten eingehen (z,B. durch 

Opsonisierung, das Anheften von Serumprotein) , wodureh 
insbesondere der auf bestimmte Zielzellen ausgerichtete 
rezeptorvermittelte Gentransfer eingeschrankt wird. Es 
wurde gezeigt, daft die Oberf iSchenmodif ikation von 

25 DNA-Komplexen init Poly (ethyienglykol) deren 

Blutprotein-bindende Eigenschaf ten entscheidend 
vermindert (Plank et al., 1996; Ogris, 1998; 
WO 98/59064) . Bine weirere EinschrSnkung des Einsatzes 
nichtviraler Vektoren besteht in der unzureichenden 

30 LSslichkeit (bzw. Stabilitat) von ONA-Komplexen in 

vivo- Mit den bekannten Methoden war es bisher nicht 
moglich, DNA in ausreichend hohen Konzentrationen fiir 
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intravenose Anwendungen (z.B, im Bereich von 1 mg/ml) 
mit einem Polykation zu komplexieren, well die DNA- 
Komplexe unter physiologischen Salzkonzentrationen 
aggregieren und aus der LSsung ausf alien. 



Ahnliche Probleme treten auch bei der Applikation 
niedermolekularer chemischer Verbindungen auf. Auf dem 
Gebiet der * klassischen" Aizneimittel werden biologisch 
abbaubare synthetische Polyntere dazu verwendei, 

10 Pharmazeutika in solch einer Form zu verpacken, die 
erhohte Verweildauer im Organismus gew&hrleistet und 
zur gewttnschten biologischen Verfugbarkeit im Zielorgan 
ftihrt ("controlled release")- Dafur wird die 
Oberf lachenmodifikation von kolloidalen Partikeln mit 

15 Polyethylenglykol derart gestaltet, daft die 

unerwUnschte Opsonisierung unterdrtickt wird, Ober die 
Synthese und Charakterisierung biologisch abbaubarer 
Polymere ftir den Einsatz bei einer Vielzahl 
medizinischer Anwendungen existiert umf angreiche 

20 Literatur (Coonibes et al., 1997), Je nach Substanz und 
Applikation werden die chemischen Bindungen im 
Polymer rue kgr at variiert. Durch geeignete 
Positionierung von Ester-, Amid-/ Peptid- oder 
Urethanbindungen kann die gewtinschte Labilitat in 

25 physiologischem Milieu erreicht werden, wobei die 

Sensitivitat gegeniiber den Angriff von Enzymen gezielt 
variiert wird. Fur sine schnelle und effiziente 
Synthese von biologisch wirksamen Substanzen hafcen sich 
kombinatorische Syntheseprinzipien bew&hrt (Balkenhohl 

30 et al-, 1996). Durch systematische Variation weniger 
Parameter gelangt man zu einer grofien Anzahl von 
Verbindungen, welche die gewunschte Grundstruktur 
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aufweisen {Brocchini et al., 1997), Mit einem 
geeigneten, aussagekraf tigen biologischen 
Selektionssystem konnen aus dieseia Pool von 
Verbindungen diejenigen herausgesucht werden, welche 
5 die gewunschten Eigenschaf ten zeigen. 



In dem US-Patent Nr. 5, 455,027 werden Pclyniere 
be3chrieben, die aus alternierenden Einheiten eines 
Polyalkylenoxids und eines f unktionalisierten Alkans 
10 bestehen, wobei die funktionelle Seitengruppe des 
Alkans ein pharmokologischer Wirkstoff kovalent 
gekoppelt ist. 

Im Laufe der letzten Jahre haben sich bei der Anwendung 
15 nichtviraler Gentransf ersysteme folgende wesentiiche 
Erkenntnisse herauskristallisiert : 

a)Komplexe aus Plasmid-DNA und kationischen Polymeren 
eignen sich zum Gentransfer in vitro und in vivo, wobei 
20 Komplexen mit Polyzneren mit sekundaren und terti&ren 
Aminogruppen auch eine inharente endosomolytische 
Aktivitat zugesprochen werden kann f die zu effizientem 
Gentransfer ftthrt (Boussif et al., 1995; Tang et al., 
1996) . 

25 b) Verzweigte kationische Peptide eignen sich ab einer 
gewissen KettenlSnge des kationischen Anteils zur 
effizienten Bindung an DNA und zur Bildung von 
partikul&ren DNA-Komplexen (Plank et al., 1999), 
c) Polykation-DNA-Kompiexe gehen starke 

30 Wechselwirkungen mit Blutkomponenten ein und aktivieren 
das Komplementsystem (Plank et al., 1996). 
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d) Starke Wechselwirkungen von partikuiaren Strukturen 
mit Blutkomponenten kdnnen durch Modification niit 
Polyethylenglykol vermindert oder verhindert werden; 
dies gilt auch far Polykation-DNA-Komplexe (Plank et 
al.» 1996; Ogris et al«, 1999). 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein neues, verbessertes nichtvirales Gentransf ersystem 
auf der Grundlage von Nukleinsaure-Polykation-Komplexen 
bereitzustellen. 

Bei der Losung der iin Rahxr.en der vorliegenden Erfindung 
zugrundeliegenden Aufgabe wurde von der Uberlegung 
ausgegangen, die Nukleinsaure bzw. Nukleinsaure- 
Komplexe mit einem geladenen- Polymer zu umhullen, 
welches die Komplexe physikalisch stabilisiert und sie 
vor Opsonisierung schutzt- 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem ersten 
Aspekt ein geladenes Copolymer der allgeitieinen Formel I 



wobei R amphiphiles Polymer oder ein homo- oder hetero- 
bifunktionelles Derivat davon 1st, 

und worin X 




f X Y 
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i) eine Aininos&ure oder sin Aminosaurederivat , ein 
Peptid oder ein Peptidderivat oder ein Spermin- oder 
Spermidinderivat ist; Oder 



5 ii) worin X 



d — C — b 

I 

c 



ist # wobei 

10 a H oder, gegebenenf alls halogen- oder dialkylamino- 
substituiertes, Ci-(V-Alkyl bedeutet; 



und wobei 

b, c und d gleiches oder verschiedenes , gegebenfalls 
15 halogen- oder dialkylantino-substituiertes Ci-Cg- 
Alkylen bedeutet; oder 



iii) worin X 



2 0 ^ 



ist, wobei 

a H oder f gegebenenf alls halogen- oder dialkylamino- 
2 5 substituiertes, Ci-C6-Alkyl bedeutet, und wobei 

b und c gleiches oder verschiedenes, gegebenenf alls 
halogen- oder dialkylamino-substituiertes C1-C6- 
Alkylen bedeuten; oder 
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iv) worin X 

eine substituierte aromatische Verbindung mit drei 
5 fun Ice i one 11 en Gruppierungen W1Y1Z1 ist, wobei W, Y und Z 
die unten angegebenen Bedeutungen haben; 

wobei 

10 W, Y Oder Z gleiche Oder verschiedene Reste CO, NH, O 
oder S oder eine zur Reaktion mit SH, OH, NH oder NH 2 
befahigte Linkergruppierung sind; 

und wobei das Ef f ektormolekul E 
15 ein kationisches oder anionisches Peptid oder 

Peptidderivat oder ein Spermin- oder Spermidinderivat 
cder ein Giykosaminoglycan oder ein nichtpeptidisches 
Oligo/Poly-kation oder -anion; worin 

20 m und n unabhSngig voneinander 0, 1 oder 2 sind; worin 

p vorzugsweise 3 bis 20; und worin 

1 1 bis 5, vorzugsweise 1 ist» 

25 

Fttr den Fall, daft 1 >1 ist, kann die Einheit X-Z a -E n 
gleich oder verschieden sein. 

Aromat bedeutet im Sinne der Erfindung einen 
3 0 monocyclischen oder bicyclischen aromatischen 

Kohlenwasserstoff rest mit 6 bis 10 Ringatomen, der - 
neben den eingangs genannten Substituenten - 
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gegebenenfalls unabhangig rait einem oder mehreren 
weiteren Substituenten, vorzugsweise mit einem , zwei 
oder drei Substituenten ausgew&hlt aus der Gruppe Ci-C 6 
Alkyl, -0-( Ci-C 6 -Alkyl) , Halogen - vorzugsweise Fluor, 
5 Chlor oder Brom - Cyano, Nitro, Amino, mono- (Ci-C 6 - 
Alkyl) amino, di- (Ci-C 6 -Alkyl) amino substituiert sein 
kann. Bevorzugt ist der Phenyirest. 

Arortiat im Sinne der vorliegenden Erfindung kann auch 
10 fur einem Heterorarylrest f d.h. : einen monocyclischen 
oder brLcyclischen aromatischen Kohlenwasserstof frest 
mit 5 bis 10 Ringatomen stehen , der ein, zwei oder 
drei Ringatome ausgewahlt aus der Gruppe N, O oder S 
unabhangig von einander enthait, wobei die restlichen 
15 Kringatome C bedeuten, 

Alkylamino, bzw. Dialkylair.ino steht - sofern nicht 
anders angegeben fur eine Aminogruppe, die mit einem 
oder zwei Ci-C 6 -Alkylresten substituiert ist, wobei 
- im Fall von zwei Alkylresten - die beiden 
20 Aikylgruppen auch einen Ring bilden konnen. 

C^-Cg-Alkyi steht im allgemeinen - sofern nicht 
anders angegeben - fur einen verzweigten oder 
unverzweigten Kohlenwasserstof frest mit 1 bis 6 
Kohlenstof fatom(en) , der gegebenenf alls mit einem 
2 5 oder mehreren Halogenatom (en) - vorzugsweise Fluor - 
substituiert sein kann, die untereinander gleich 
oder verschieden sein konnen. Als Beispiele seien 
folgende Kohlenwasserstof freste genannt: 

Methyl, Ethyl, Propyl, 1-Methylethyl (Isopropyl) , 
30 n-Butyl, 1-Methylpropyl, 2-Methylpropyl, 
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1. 1- Dimethylethyl, Pentyl, 1-Methylbutyl, 
2-Methylbutyl, 3-Methylbutyl, 1, 1 - Dime thy Ipropyl, 

1 . 2 - Dimethy Ipropyl , 2 , 2-Dimethylpropyl , 

1- Ethy Ipropyl, Hexyl, 1-Methylpentyl, 

2- Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Methylpentyl, 
1 , 1 -Dimethylbuty 1 , 1 , 2-Dimethy lbut yl , 

1, 3- Dimethy Ibutyl, 2, 2, -Dimethylbutyl, 

2.3- Dimethylbutyl, 3, 3-Dimethylbutyl, 1-Ethy lbutyl, 
2-Ethy.lbutyl, 1, 1, 2-Trimethylpropyl. r 
1,2,2-Trimethylpropyl, 1-Ethyl-i-methy Ipropyl und 
l-Ethyl-2-methylpropyl . 

Bevorzugt sind - sofern. nicht anders angegeben - 
Niederalkylreste mit 1 bis 4 Kohlenstof f atomen, wie 
Methyl, Ethyl, Propyl, iso- Propyl, n-Butyl , 
l-Methylpropyl, 2 -Methylpropyl oder 
1 , 1 -Dimethylethyl . 

Entsprechend bedeutet Alkylen eine verzweigte oder 
unverzweigte zweibindige Kohlenwasserstof fbrucke mit 
1 bis 6 Kohlenstoffatomen, die gegebenenf alls mit 
einem oder mehreren Halogenatom(en) - vorzugsweise 
Fluor - substituiert sein kann, die untereinander 
gleich oder verschieden sein konnen. 

Das amphiphile Polymer R ist bevorzugt ein 
Polyalkylenoxid. Polyvinylpyrollidon, Polyacrylamid, 

Polyvinylalkohol, oder ein Copolymer dieser 

Polymer e . 

Beispiele fur geeignete Pclyalkylenoxide sind 
Polyethyienglykole (PEG), Polypropylenglykole, 
Polyisopropylenglykole, Polylbutylenglykole . 
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Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind 
Polyalkylenoxide, insbesondere PEG. 

5 Das Polyalkylenoxid kann im Copolymer als solches 

vorliegen, Oder als Thio-, Carboxy- Oder Arainoderivat . 

Das Polymer R weist bevorzugt ein Molekulargewicht von 
500- 10 000 auf, vorzugsweise 1000 - 10 000, 



10 



15 



20 



25 



30 



Fur den Fall i), in dem X eine Aminosaure ist, kann fur 
die Synthese des Copolymeren eine Aminosaure mit drei 
funktionellen Gruppen eingesetzt werdea, wobei zwei 
dieser Gruppen zur Copolymerisation mit dem Polymer und 
eine zur Ankoppelung des Ef f ektorsntolekUls E befahigt 
sind; in diesem Fall kann Z entfallen. Bevorzugt sind 
die nattar lichen Aminosauren Glutarninsaure, 
Asparaginsaure, Lysin, Ornithin und Tyrosin. 
Prinzipiell kSnnen statt der naturlichen Aminosauren 
auch synthetische verwendet werden (z.B. entsprechende 
Spermin- und Sperraidinderivate) , 

Im Fall i) kann ein fur die Synthase auch ein 
Aminos&urederlvat verwendet werden, das zwei 
funktionelle Gruppen zur Copolymerisation mit dem 
Polymeren enthSlt und durch Modifikation einer 
Aminosaure (Glutarninsaure, Asparaginsaure, Lysin Oder 
Ornithin) mit einer Linkergruppierung zur Ankoppelung 
des Ef f ektormolekills erhalten wurde, womit Z entfallt 
(m * 0) ; Beispiele far Linkergruppierungen sind 
Pyridylthiomercaptoalkylcarboxyiate (siehe Fig. 1) oder 
Maleimidoalkancarboxylate . 
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Im Fall i) kann X auch ein Peptid (derivat) sein. Im 
Fall eines ungeladenen Peptids Oder Peptidderivats ist 
daran E direkt oder taber Z gekoppelt. 
5 Fur den Fall, dafi X ein positiv oder negativ geladenes 
Peptid oder Peptidderivat oder ein Spermin- oder 
Spermidinderivat ist r stellt X selbst das 
Ef fektormolekul dar (Z und E entfallen r m=n=0) . Im 
einfachsten Fall besteht das Peptid in diesem Fall aus 

10 einer linearen Abfolge aus zwei oder mehreren 

identischen oder verschiedenen naturlichen oder 
synthetischen Aminosauren dar, wobei die Aminos&uren so 
gewfthlt werden, dafo das Peptid insgesamt entweder 
positiv oder negativ geladen ist. Alternativ kann das 

15 Peptid verzweigt sein. In diesen Fallen stellt das 

Peptid als solches den Effektor dar, Z und E entfallen 
{m = n * 0) - Beispiele fUr einen Typ geeigneter 
ver2weigter kationischer Peptide wurden von Plank et 
al., 1999, beschrieben. 

20 

Geeignete anionische Peptidderivate X weisen die 
allgemeine Formel ( Peptid) „-B- Space r- (Xaa) auf . Das 
Peptid ist eine Abfolge von Aminos&uren oder 
Aminosaurederivaten mit insgesamt negativer Ladung. 

25 Bevorzugt besteht das Peptid aus drei bis 

30 Aminosauren, vorzugsweise besteht es ausschliefilich 
aus Glutaminsaure- und/oder Asparaginsaureresten, 
n stellt die Anzahl der Verzweigungen in Abhangigkeit 
der in B enthaltenen funktionellen Gruppen dar. B ist 

30 ein Verzweigungsmolekul, vorzugsweise Lysin oder ein 

Molekul des Typs X im Fall von ii) bis iv) . Der Spacer 
ist ein Peptid, bestehend aus 2 bis 10 Aminosauren oder 
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eine organische Aminocarbonsaure mit 3 bis 9 
Kohlenstof fatomen im Carbons&uregerust, z.B. 
6-Aminohexansaure. Der Spacer dient zur raumlichen 
Trennung des geladenen Ef f ektormolekttls vom 
5 Polymergerust . Xaa ist bevorzugt eine trifunktionelle 
Aniinosaure, insbesondere GlutaminsSure Oder 
Asparaginsaure und kann im allgemeinen eine Verbindung 
des Typs X, Fall i) - iv) sein, 

10 Alternativ kann X im Fall i) ein Peptidderivat sein, 
wobei die Modifikation des Peptids in einer geladenen 
Gruppierung besteht, die von einer Aminosaure 
verschieden ist; Beispiele fur derartige Gruppierungen 
sind SulfonsSuregruppierungen oder geladene 

15 Kohlenhydratreste, wie Neuraminsauren, Oder sulfatierte 
Glycosaminoglycane. Die Modifikation des Peptids kann 
nach Standardmetboden durchgefuhrt werden, entweder 
direkt im Zuge der Peptidsynthese Oder, nachtrMglich am 
fertigen Peptid. 

20 

Das Ef f ektormolekul E kann, wie X im Fall i) , ein 
polykationisches oder polyanionisches Peptid oder 
Peptidderivat oder ein Spermin- oder Spermidinderivat 
sein, Im einfachsten Fall stellt das Peptid auch in 

25 diesem Fall eine lineare Abfolge aus zwei oder mehreren 
identischen oder verschiedenen nattirlichen oder 
synthetischen Aminosauren dar, wobei die Aminosauren so 
gew&hlt werden, dafc das Peptid insgesamt entweder 
positiv oder negativ geladen ist, Alternativ kann das 

30 Peptid verzweigt sein. Beispieie ftir geeignete 

verzweigte kationische Peptide wurden von Plank et al.; 
1999, beschrieben. Geeignete anionische MolekUle E 
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weisen die allgemeine Formel ( Peptid) n -B-Spacer- <Xbb) 
auf, wobei Xbb vorzugsweise eine Aminos&ure roit einer 
reaktiven Gruppe ist, welche direkt Oder uber Z an X 
koppelbar ist, 

5 

Die Koppelung des Ef f ektorpeptids E an Z Oder direkt an 
X erfolgt uber eine im Peptid von vornherein vorhandene 
Oder nachtr&glich eingeftthrte reaktive Gruppe, z.B. 
eine Thiolgruppe (in einem Cystein oder durch 
10 Einfuhrung einer Mercaptoalkansauregruppe) . Alternativ, 
in Abhangigkeit von 2, kann die Koppelung auch ilber 
bereits vorhandene oder nachtraglich eingefOhrte Amino- 
oder Carbonsauregruppen erfolgen. 

15 Alternativ kann E, wie X im Fall i) , ein Peptidderivat 
sein, wobei die Modif ikation des Peptids in einer 
geladenen Gruppierung besteht, die von einer Arainosaure 
verschieden ist, Beispiele far derartige Gruppierungen 
sind SulfonsSuregruppierungen oder geladene 

20 Kohlenhydratreste, wie Neurarninsauren, oder sulfatierte 
Kohlenhydratreste. Die Koppelung an X erfolgt auch in 
diesem Fall direkt Oder (lber Z. 



25 

i 
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Das Copolymer der allgeitteinen Formel I 




5 ist bevorzugt als streng alternierendes Block-Copolymer 
aufgebaut . 

Gegebenenfalls ist: das Copolymer mit einem zelluiaren 
Liganden fUr die Zielzelle (Rezeptorligand L) 

10 modifiziert . In diesem Fall i3t die Mehrzahl der 

Linkerpositionen Z mit E besetzt, dazwischen ist an 
einzelne Positioner! des Linkers Z an Stelle des 
kationischen bzw. anionischen Effektors E ein 
zelluiarer Ligand gekoppelt. Alternativ liegt der 

15 Ligand an einzelne Positionen des Ef f ektormolekUls E 

gekoppelt vor. Bevorzugt betr&gt das Verh&ltnis E:L ca. 
10:1 bis 4:1. Der Rezeptorligand kann biologischen 
Ursprungs sein (z.B. Transferrin, Antikorper, 
Kohlenhydratreste) Oder synthetisch (z.B* RGD-Peptide, 

20 synthetische Peptide, Derivate von synthetischen 

Peptiden) ; Beispiele fur geeignete Liganden sind in der 
WO 93/07283 angegeben. 

Die erf indungsgemSften Copolymeren kttnnen nach folgendem 
25 Verf ahrensschema hergestellt werden: 



Der Copolymer isationspartner X bzw, X-Z^-En wird r sofern 
er ein Peptid oder Peptidanalog ist, nach 



Printed:06^1O-2Q0Q 



16 



Standardmethoden, z.B. an der festen Phase (solid phase 
peptide synthesis, SPPS) nach Fmoc-Protokoll 
synthetisiert (Fields et al., 1990). Die Aktivierung 
der Aminosaurederivate erfolgt dabei mit TBTU/H03t oder 
5 mit HBTU/HOBt (Fields et al-, 1991). Verwendet werden 
fur die ionischen AminosSurepositionen folgende 
Derivate in ihrer N-terminal Fmoc-geschatzten Form: 

(a) kationische Seitenketten: RiPbf}, K(Boc,Trt), 
Ornithin (3oc) , Caboxyspermin oder -spermidin (Boc) . 

10 (b) anionische Seitenketten: D (0-tert • Bu) , 
E(0-tert ,Bu) . 

Fiir die Verzweigungss telle B des Molekttls (Peptid) n -B- 
Spacer- (Xaa) oder (Peptid) n -B-Spacer- (Xbb) kommt 
15 Fmoc-K(Fmoc) -OH zum Einsatz. Die Peptide werden mit 
TFA/DCM vom Harz gespaiten. 

Wenn der Polymerisationspartner X ein Peptid der 
allgemeinen Struktur (Peptid) n -B-Spacer- (Xaa) in der 

20 nachfolgenden Copolymerisation ist, so wird an der 
Position Xaa Glutamins^ure oder Asparaginsaure 
verwendet, die an einer Carboxyl-Position mit einer 
Benzylschutzgruppe versehen ist. Diese wird selektiv 
durch Kydrogenolyse (Felix et al., 1978) entfernt. Die 

25 N-terminal geiegenen AminosSurepositionen der 

Peptidkette werden mit Boc-geschutzten Aminosauren 
belegt, urn die Schutzgruppenabspaltung nach 
Copolymerisation des Peptids mit PEG in einem Schritt 
durchfuhren zu kc^nnen . 
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1st der Polymerisationspartner X ein Aminosaurederivat, 
das sine Linkergruppierung enthalt (z,B, 
3-Mercaptopropionsaure, 6-Aminohexansaure) , so karm 
dieses in Fltissigphase nach klassischen Methoden der 
5 Peptidchemie erhalten werden. Mercaptopropionsaure wird 
mit 2, 2' -Dithiodipyridin umgesetzt und 

ehromatographisch gereinigt. Das Reaktionsprodukt wird 
mit Carboxyi-geschut zter Glutaminsaure (O-t . butyl) 
unter HOBt/EDC-Aktivierung umgesetzt (siehe Fig. 1) . 
10 Analog wird 6-Fmoc-Aminohexansaure umgesetzt. Die 

Carboxylschutzgruppen werden in TFA/DCM entfernt, das 
resultierende Glutaminsaurederivat wird mitteis 
chromatographischer Methoden gereinigt. 

15 Die Herstellung der Copolymeren ist nach folgenden 

Prinzipien moglich und wird anhand eines PEG-Peptid- 
Copolymeren veranschaulicht : 

(1) poly(PEG -0- OC-) Matrix ( „Polyester" ) : 
Die Copolymerisation der ionischen, partiell 

20 seitenkettengeschtttzten Peptid-DicarbonsSuren bzw. 
Glutamin- oder Asparaginsaurederivate mit PEG- 
Macroitionomeren. in definierten Molmassenbereichen 
(MM 400-20000 in Handel erhaltlich, z.B. Fluka) liefert 
eine Matrix auf PEG-Esterbasis. Diese stellt ein in 

25 physiologischer Umgebung hydrolyselabiles System dar 
(Ulbrich et al. , 1985) . 

Die p (PEG-Peptid) -Copolymere werden dabei nach 
etablierten Methoden r z.B. init 

Dicyclohexylcarbodiimid/DMAP, vorzugsweise in streng 
30 alternierender Folge aufgebaut (Zalipsky et al. , 1984; 
Nathan r A., 1992). Das PEG-Macromonomer wird zusammen 
mix: einem seitenkettengeschtitzten Peptid bzw. Glutamin- 
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Oder Asparaginsaurederivat in Dichlormethanlosung mit 
DCC / DMAP versetzt. Nach Abtrennung des entstandenen 
Harnstof fderivates kann das Polymer durch FSllung mit 
kaltem Arher erhalten werden. Die Abspaltung der noch 
5 verbliebenen Seitenkettenschutzgruppen gelingt mit TFA 
in Dichlormethan (unter diesen Bedingungen ist auch die 
PEG-Ester-Bindung stabil (Zaiipsky et al., 1984)}. Das 
ionische Polymer wird durch Ausfailen und 
abschliefienden Chromatographxeschritt erhalten. Die 
10 Reaktionsf uhrung ermbglicht eine Kontrolle des 

Polymer isationsgrades und des Ladungsanteils pro 
PEG-Einheit im Polymer* 

(2) poly(PEG -HN- 0C-) Matrix („Polyamid~) 
Alternativ zum Polyester kann eine amidische 

15 Polymermatrix aufgebaut werden, falls, bei Verwendung 
eines Copolymer-DNA-Komplexes in einer 
gentherapeutischen Anwendung, eine zu schnelle 
Hydrclysierbarkeic und daher eine zu hohe Instabilit&t 
bei systemischer Applikation zu erwarten ist. In diesem 

20 Fall werden Diaroino-PEG-Derivaten anstelle der der 

PEG-Macromonoraere verwendet, die in Analogie zur oben 
beschriebenen Synthese mit den ionischen Peptiden bzw. 
Glutamin- Oder Asparaginsaurederivaten copolymerisiert 
werden. Bei dieser Synthese wird ein hydrolysestabiles 

25 Amidgerxist erhalten. Diarnino-modif izierte 

Polyethylenglykole sind als Grundstoffe in definierten 
Molmassenbereichen zwischen 500 und 20000 im Handel 
erhaitlich (z.B. Fluka) . Cie verbliebenen saurelabilen 
Seitenkettenschutzgruppen der Peptidkomponenten werden, 

30 z.E. mit mit TFA/DCM abgespaiten, und die Polymere 

werden mittels chroraatographischer Methoden gereinigt. 
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Copolymere aus Glutamin- oder Asparaginsaurederivaten 
werden in einem weiteren Schritt mit anionischen oder 
kationischen Peptiden umgesetzt, die eine geeignete 
reaktive Gruppe enthalten. Z.B. werden Copolymers der 
3- (2' -thio-pyridyl) -mercaptopropionyl-glutamins&ure mit 
Peptiden umgesetzt, die eine freie Cystein-Thiolgruppe 
enthalten. Von Copolymeren, die aus 6-Fmoc- 
aminohexanoyi-glutaminsaure hervorgegangen sind, wird 
unter basischen Bedingungen die Fmoc-Schutzgruppe 
entfernt. Das Produkt wird mit einera 

carboxylaktivierten, geschutzten Peptid umgesetzt. Die 
Peptidschutzgruppen (t-Boc bzw. 0-t. butyl) werden in 
DCM/TFA entfernt, das Endprodukt wird chromatographisch 
gereinigt. Alternativ kann die Aminogruppe von Ahx mit 
bifunktionellen Lin kern derivatisiert werden and 
anschliefiend mit einem Peptid umgesetzt werden. 

Die Kopplung des Liganden L kann direkr durch 
Aktivierung von Carboxylgruppen am Effektor E 

(bevorzugt bei anionischen Copolymeren) bzw. am 
Liganden erfolgen oder uber Zwischenschaltung 
bif unktioneller Linker wie Succinimidyl-pyridyl- 
dithioproprionat (SPDP; Pierce oder Sigma) und 
ahnlicher Verbindungen . Die Reinigung des 
Reaktionsprodukts kann durch Gelf iltration und 
Ionenaustauschchromatographie durchgefuhrt werden. 

Die Umsetzung dieses Copolymerisationsansatzes kann 
auch nach kombinatorischen Prinzipien erfolgen. Als 
selelctierbare Variable treten dabei vor allem der Typ 
und das Molekulargewicht ( Polymer isationsgrad) des 
Polymeren R, die Identitat des Polymerisationspartners 
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X-Z^-En bzw, des Ef f ektormolekiils E (z.B. eine Serie von [' 

anionischen Peptiden rnit einer zunehmenden Anzahl von i/ 

Glutamins&uren) und der Gesamtpolymerisationsgrad p !' 

auf. r' 



Durch Variation von Molmassen der PEG-Macromonomere, f 
der Art der verwendeten ionischen Spezies sowie deren j 
Anteil am Copolymer und des Polymerisationsgrades der 
Polymermatrix ist ein Mehrpararaetersystem geschaffen, j 

10 welches die schnelle Parallelkcnstruktion einer [ 
homologen Reihe unterschiedlicher Copolymerer and in r 
der Folge, nach Komplexierung mit der Nukleinsaure, \ 
verschiedener nichtviraler Vektoren ermoglichr. Das t 
Synthesekonzept wird hierfur im Mafistab einer 

15 Zellkulturplatte (z.5. 96 wells per plate) umgesetzt, 

Dazu wird die chemische Synthe3e an den bendtigten j- 
Mikromafistab angepaftt (Reaktionsvolumina im Bereich von 
500 ul) . Dies ermoglicht die direkte Ubertragung der 
parallel synthetisierten Polymere in den biologischen 

20 Assay und tragt so zu einem schnellen "screening* einer 
Vielzahi von Systemen und zum schnellen Auffinden 
geeigneter Verbindungen beitragen. Fur die Durchfuhrung 
des biologischen Auswahlverf ahrens im Hinbiick auf die 
bevorzugte Verwendung der erf indungsgemaften Copolymeren 

25 fur den Gentransfer werden die Copolymere z.B. mit DNA- 
Komplexen versetzt und dann Tests unterzogen, die eine 
Beurteilung der Polymereigenschaf ten bezuglich der 
beabsichtigten Anwendung (z.B. Gentransfer) zulassen. 
Ebensolche Auswahlverf ahren konnen fur Copolymer- 

30 umhtillte Nanopartikel angewandt werden, Solche I 
Screening- und Selektionsverf ahren konnen z.B. \ 
Kcmplementaktlvierungstests im 96-Well-Plate-Format ; 
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dienen (Plank et al. f 1996) , turbidimetrische Messungen 
der durch Serumalburain oder Salz induzierten 
Aggregation im gleichen Format oder in vitro 
Gentransferstudien im gleichen Format (Plank et al., 
5 1999) oder f luoreszenzoptische Verfahren im gleichen 
Format sein. 

Solche Untersuchungen geben z.B. Auskunft dartiber, 
welche Copolymere aus einem kombinatorischen 

10 synthetischen Ansatz sich dazu eignen, die Oberflache 
von DNA-Komplexen so zu modif izieren, dafi deren 
LSslichkeit ausreichend fur Gentransf erapplikationen in 
vivo ist, deren Wechselwirkung mit Blut- und 
Gewebekomponenten eingeschrankt wird, sodaft deren 

15 Verweil- und Wirkdauer im Blutkreislauf ausreichend 
erhoht wird, urn rezeptorvermittelten Gentransfer in 
Zielzellen 2U ermoglichen. 

Die erf indungsgem&fien Copolymere werden bevorzugt fur 
20 den Transport von Nukleinsauren in hdhere eukaryotische 
Zellen verwendet . 

Die vorliegende Erfindung betriffr somit in einem 
weiteren Aspekt Komplexe, enthaltend ein oder mehrere 
25 NukleinsSuremolekUle und ein oder mehrere geladene 
Copolymere der allgemeinen Formel I. 

Vorzugsweise ist das Nukleina&uremolekttl mit einem 
organischen Polykation oder einem kationischen Lipid 
3 0 kondens iert . 
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In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung somit 
Komplexe aus Nukleinsaure und einem organischen 
Polykation oder einem kationischen Lipid, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dafi sie an ihrer Oberfiache ein 
5 geladenes Copolymer der allgemeinen Formel I Qber 
ionische Wechselwirkung gebunden haben. 

Bei den in die Zelle zu transportierenden NukleinsMuren 
kann sich um DNAs oder RNAs handeln, wobei 

10 hinsichtlich der Nukieotidsequenz und GrOBe keine 

Beschrankungen bestehen. Die in den erf indungsgemaiJen 
Komplexen enthaltene Nukleinsaure wird vor allem durch 
den in der Zelle zu erzielenden biologischen Sffekt 
definiert, z.B. im Falle der Anwendung im Rahxnen der 

15 Gentherapie durch das zur Expression zu bringende Gen 
bzw. den Genabschnitt , oder durch die beabsichtigte 
Substitution oder Reparatur eines defekten Gens oder 
einer beliebigen Zielsequenz (Yoon et al. r 1996; Kren et * 
al. 1998), oder durch die 2ielsequenz eines zu [ 

2 0 inhibierenden Gens (z.B. im Fall der Anwendung von h 
Antiseneeoligoribonukleotiden oder Ribozymen) . [ : 
Vorzugsweise handelt es sich bei der in die Zelle zu 
transportierenden Nukleinsaure um Plasmid-DNA, die eine 
ftir ein therapeutisch wirksames Protein kodiexende 

25 Sequenz enthalt. FUr die Anwendung im Rahmen einer 

Krebstherapie kodiert die Sequenz z,B. fur ein oder r 
mehrere Zytokine, wie Interleukin-2, IFN-a, IFn-Y, s . 
TNF~a, oder fttr ein Selbstmordgen, das in Kombination 
nit dem Substrat zur Anwendung kommt . FQr die Anwendung - 

30 bei der sog. ger.etischen Tumorvakzinierung enthalten die & 
Komplexe DNA, kodiorend fQr ein oder mehrere | : 



Tumorantigene oder Fragmente davon, gegebenenf alls in 
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Kombination mit DNA, kodierend fUr ein oder mehrere 
Zytokine. Weitere Beispiele fiir therapeutsich wirksame 
Nukleinsauren sind in der WO 93/072S3 angegeben. 

5 Das erf indungsgemaiie Copolymer hat die Eigenschaft, den 
Nukleinsaure-Polykation-Komplex sterisch zu 
stabilisieren und dessen unerwttnschte Wechselwirkur.g 
mit Komponenten von Korperf liissigkeiten £2.B. mit 
Serumproteinen) zu vermindern oder zu unterdrucken. 

10 

Geeignete organische Pclykationen fur die Komplexierung 
von Nukleinsaure fiir den Transport in eukaryotische 
Zellen sind bekannt; aufgrund ihrer Wechselwirkung mit 
der negativ geladenen Nukleinsoure wird diese 

15 kompaktiert und in eine far die Aufnahme in die Zellen 
geeignete Form gebracht. Beispiele sind Polykationen, 
die fur den rezeptorvermittelten Gentransfer verw^ndet 
warden (SP 0388 758; WO 93/07283) , wie homologe lineare 
kationische Polyaminosauren (wie Polylysin, Polyarginin, 

20 Polyornithin) Oder heterologe lineare gemischt 

kationisch-neurraie Polyaminosauren {bestehend aus zwei 
oder mehreren kationischen und neutralen Aminos&uren) r 
verzweigte und lineare kationische Peptide (Plank et 
al., 1999; Wadhwa et al. 1997) , nichtpeptidische 

25 Polykationen (wie lineare oder verzweigte 

Poiyethylenimine, Polypropylenimine} , Dendrimere 
(spharoidale Polykationen, die mit einem gut definierten 
Durchmesser und einer exakten Anzahl von endstandigen 
Aminogruppen synthet isiert werden kSnnen; (Haensler und 

30 Szoka, 1993; Tang et al., 1996; WO 95/02397), 

kationische Kohlenhydrate, z.B. Chitosan (Erbacher et 
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al. 1998). Die Polykationen kttnnen auch mit Lipiden 
modifiziert sein (Zhou et al. 1994; WO 97/25070). 

Weitere geeignete Kationen sind kationische Lipide (Lee 
et al. 1997), die zum Teil im Handel erh&ltlich sind 
5 (z.B. Lipof ectamin, Transfectam) • 

Im folgenden wird, wenn nicht anders angegeben, der 
Begriff „Polykation" stellvert retend sowohl fiir 
Polykationen als auch fUr kationische Lipide verwendet . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugte 
10 Polykationen sind Polyethylenimine, Polylysin und 
Dendrimere, z.B. Polyamidoamindendrimere ( U PAMAM"~ 
Dsndrimere) . 

Die GroBe bzw. Ladung der Polykationen kann liber einen 
weiten Bereich schwanken; sie wird so gewahlt, daft der 

15 mit NukleinsSure gebildete Komplex bei physiologischer 
Salzkonzentration nicht dissoziiert, was durch den 
Ethidiumbromidverdrangungsassay (Ethidiumbromide 
Displacement Assay) auf einfache Weise bestirnmt warden 
kann (Plank et al f 1999), In einem weiteren Schritt wird 

20 eine definierte Menge an Nukleinsaure mit steigenden 
Mengen des ausgewahlten Polykations inkubiert, der 
gebildete Komplex auf die zu transf izierenden Zellen 
aufgebracht und die Genexpression (im allgemeinen mit 
Hilfe eines Reportergenkonstrukts r z.B. Lucif erase) nach 

2 5 Standardmethoden gemessen. 

Der Aufbau der Nukleinsaure-Komplexe erfolgt uber 
elektrostatische Wechselwirkungen. Die DNA kann im 
Verhaltnis zum Polykation im Oberschuft vorliegen, so da& 
derartige Komplexe eine negative Oberf l&chenladung 
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aufweisen; im umgekehrten Fall, wenn das die 
Nukleinsaure kondensierende Polykation im Oberschuft 
voriiegt, haben die Komplexe eine positive 
Oberf lachenladung. Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden 
5 Erfindung liegt das Polykation im Oberschufi vor. 

Bevorzugt wird das Verhaltnis Polykation:NukIeinsaure im 
Palle einss positives Ladungsuberschusses so 
eingestellt, dafc das Zeta-Potential etwa +20 bis +50 mV 
betragt, im Faile der Verwendung bestimmter 
10 Polykationen, z.B. Polylysin, kann es auch darUber 
liegen. 

Im Falls eines negativen Ladungsuberschusses betragt das 
Zetapotential etwa -50 bis -20mV . 

Die Messung des 2eta-Potentials erfolgt nach etablierten 
15 Standardmethoden, wie z.B. von Erbacher et al. 1998, 
beschrieben. 

Das Polykation ist gegebenfalls mit einem zellularen 
Liganden Oder Antikdrper konjugiert; geeignete Liganden 
sind in der WO 93/07283 beschrieben, FUr den 
20 zielzellgerichteten Gentransfer im Rahmen einer 

Tumortherapie werden Liganden oder Antik6rper fttr 
turriorzeilassoziierte Rezeptoren (z.B. CD87; uPA-R) 
bevorzugt r die in der Lage sind, den Gentransfer in 
Tumor zellen zu erh5hen. 

25 Bei der Herstellung der Komplexe wird die Nukleinsaure, 
im allgemeinen Piasmid-DNA, mit dem Polykation (ggf- 
derivatisiert mit einem Rezeptorliganden) , das im 
Ladungsuberschufi voriiegt, inkubiert. Dabei bilden sich 
Partikel, die Uber rezeptorvermittelte Bndzytose in 
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Zellen auf genoramen werden konnen. Anschliefiend werden 
die Komplexe mit einem erf indungesgemaften negativ 
geladenen Copolymer, vorzugsweise Polyethylenglykol- 
Copolymer , inkubiert* Der Effektor E im Copolymer ist 
5 bevorzugt ein polyanionisches Peptide Altemativ wird 
zuerst das Copolymer, mit Nukleinsaure gemischt und dann 
mit Polykation inkubiert, oder, als dritte Variante, 
zuerst mit Polykation gemischt und dann mit Nukleinsaure 
inkubiert . 

10 Aiternativ wird die Nukleinsaure mit einem Polykation, 
das im elektrostatischen Unterschufi vorliegt, inkubiert 
und dann ein kationisches Copolymer zugefttgt. Auch hier 
kann die Reihenfolge der Mischungsschritte variiert 
werclen, wie oben fur anionische Copolymere beschrieben. 

15 Die relativen Anteile der einzelnen Komponenten werden 
so gewahlt, daA der resultierende DNA-Kompiex ein 
schwach positives, neut rales ocler schwach negatives 
Zeta-Potential aufweist (+10 mV bis -10 mV) . 

2 0 Im Fall der Verwendung posit iv geladener Copolymerer 
kSnnen diese als alleinige NukleinsSure-bindende und 
-kondensierende poiykationische MolekUle verwendet 
werden; der Anteil eines Polykations oder kationischen 
Lipids kann somit entf alien* Die relativen Anteile der 

25 einzelnen Komponenten werden auch in diesem Fall so 

gew&hlt, daB der resultierende DNA-Komplex ein schwach 
positives, neutrales oder schwach negatives Zeta- 
Potential aufweist (+10 mV bis -10 mV) • 

30 In den Komplexen sind gegebenfalls Polykation und/oder 
Copolymer mit gleichen oder verschiedenen zellularect 
Liganden modifiziert. 



1 Primed:O6^Q~2G0G 



27 



Die erf indungsgemaften Nukleins&ure-Komplexe, die durch 
das elektrostatisch gebundene Copolymer der allgemeinen 
Formel I in ihrer Grtifte stabilisiert und somit vor 
5 Aggregation geschutzt sind f haben den Vorteil, in 
L6sung ttber langere Zeitraume (Wochen) lagerbar zu 
sein> Daruberhir.aus haben sie den Vorteil, auf Grund 
der Schutzwirkung des gebundenen Copolymers eine 
verrninderte bzw. keine Wechselwirkung mit Komponenten 
10 von KSrperf lussigkeiten (z.B, mit Seruruprot:einen) 
einzugehen. 



Die Erfindung bet riff t in einem weiteren Aspekt eine 
pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine 
15 therapeutisch wirksame Nukleinsaure, das 

erf indungsgem&fie Copolymer und gegebenenf alls ein 
organisches Polykation oder kationische Lipid. 



Die erf indungsgem^fce pharmazeutische Zusamrnensetzung 
20 liegt bevorzugt als Lyophilisat vor, gegebenfalls unter 
Zusatz von Zucker, wie Saccharose oder Dextrose, in 
einer Menge f die in der gebrauchsfertigen Lttsung eine 
physiologische Konzsntration ergibt. Die Zusammensetzung 
kann auch in Form eines Kryokonzentrats vorliegen. 

25 Die erf indungsgem&iJe Zusammensetzung kann auch 

tiefgefroren (kryokonserviert ) oder als gekiihlte LSsung 
vorliegen. 

In einem weiteren Aspekt dienen die erf indungsgem&Iien, 
30 positiv oder negat iv geladenen Copolymere dazu, 

kolloidale Partikel ("Nanopartikel" ) , wie sie fur die 
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Applikation klassischer Arzneimittel entwickelt werden, 
sterisch zu stabilisieren sowie deren unerwDnschte 
Wechselwirkung mit Komponenten von KSrperf Ittssigkeiten 
(z.B. mit Serumproteinen) zu vermindern oder zu 
5 unterdrUcken. Weiters konnen die erf indungsgem&Jlen mit 
Rezeptorliganden modif izierten Copolymere dazu verwendet 
werden, solche Nanopartikel an ihrer Oberfiache mit 
Rezeptorliganden zu versehen/ urn Arzneimittel mit 
erhShter Spezifit&t an Zielzellen zu transferieren 
10 ("Drug Targeting"). 



Figure nuber s icht 



15 Fig. 1: Herstellung der Copolymergeruste aus 3-{2 f - 

thio-pyr idyl ) -mercaptopropionyl-glutamins&ure 
und O, O' -Bis <2-aminoethyl)poly (ethylenglykcl) 
6000 Oder 0,0' -Bis (2- 
aminoethyDpoly (ethylenglykol) 3400 

20 Fig. 2: Ankoppelung von geladenen Peptides an das 
Copol ymer gerQst 

Fig. 3: Herstellung des CopolymergerCists aus dem 
geschutzten Feptid E4E PROT und 0,0 r -Bis(2- 
aminoethyl) poly (ethylenglykol) 6000 

25 Fig. 4: Komplementaktivierungstests 

Fig. 5: Erythrozyten-Lysetest 

Fig. 6: Elektronemnikroskopischen Aufnahmen von PEI- 
DNA-Komplexen (N/P = 8} in Gegenwart des 
Copolymers P3YE5C 
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Fig . 

i 5 Fig. 

Fig . 

10 

Fig. 
Fig. 

15 

Fig, 



7: Zetapo-cential von PEI- und DOTAP/Cholesterin- 
DNA-Komplexen in Abhangigkeit von der Menge 
zugesetzten Copolymers P3YE5C bzw. P6YE5C 

8: Herstellang DNA/Polykation/Copolymer-Komplexen 

9: Gentransfer in K562-Zellen mit PEI (25 kD)-DNA- 
Komplexen in Gegenwart und Abwesenheit des 
Copolymers P3YE5C 

10: Transfektion der Brustkrebszellinie MDA-MB435S 
mit Polylysin-DNA-Komplexen in Gegenwart und 
Abwesenheit des HUllpolymers P3INF7 

11: lipofection in NIH3T3-Zellen in Gegenwart und 
Abwesenheir des Copolymers P3YE5C 

12: Transfektion von HepG2-Zellen mit 

DOTAP/Cholesterin-DNA und PEI-DNA in Gegenwart 

und Abwesenheit von P6YE5C 
13: Intraven5ser Gentransfer in vivo mittels 

DNA/Polykation-Komplexen mit Copolymerhulle 



20 Beispiel 1 



Herstellung von geladenen Copolymeren der allgemeinen 
Forme 1 I 
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1,1. Herstellung der CopolymergerUste aus 3-(2'-thio- 

pyridyl) -mercaptopropionyl-glutamins&ure und 0,0' - 
Bis (2-aminoethyl)poiy (ethylenglykol) 6000 oder 
5 O, 0' -Bis (2-aminoethyl) poly (ethylenglykol) 3400 

(Diamino-PEG-3400; Fluka) 



In diesem Fall ist in der allgemeinen Formel I: 
W=Y=NH; 

10 X=3-raercaptopropionyl-glutamins&ure, das heifit, ein 

Aminosaurederivat gemafl Fall i) , das durch Ankoppelung 
der Linkergruppierung 3- (2' -Thiopyridyl) - 
xoercaptopropions&ure an Glutaminsaure erhalten wurde; 

daher entf&llt Z(m«0). 

15 

a) Umsetzung von 3-Mercaptopropions&ure niit 
2, 2'-Dithiodipyridin (1): 

1 g DTDP (Fluka) wurde in 4 ml absolutem Ethanol 
(Merck) gelost. Nach Zugabe von 100 ptl Triethylamin 

20 (Aldrich) wurden 87 yl (lrorool) 3-Mercaptcpropionsaure 
zugesetzt. Nach 1 h wurde das Reaktionsgemisch in 
Aliquots mittels RP-HPLC gereinigt; Preparative 
C18-Saule (Vydac, 218TPl022) f Flu&rate 25 ml/roin, 0.1 3 
Trif luoressigsaure, 0-40 % Acetonitril in 24 rain, 

25 40-100 % Acetonitril in 5 min, 100 % Acetonitril in 
5 min. Der Produktpeak eiuierte bei ca. 20 % 






EP991 1226111 



31 



10 



15 



20 



25 



Acetonitril. Die Produktf raktionen wurdon vereinigt und 
gef riergetrocknet . 



In einer Abwandlung dieser Synthese wird vor der 
Reinigung mittels RP-HPLC UberschUssiges DTDP durch 
langsame Zugabe von Wasser unter Ruhren ausgefalit, Der 
Niederschlag wird zweimal in Ethanol aufgenommen und 
erneut durch Zugabe von Wa3ser ausgef&Ilt, Die 
vereinigten wassrigen Phasen werden wie oben mittels 
RP-HPL.C gereinigt. 

b) Synthese von 3- (2 r -thio-pyridyl) - 

mercaptopropionyl-glutamins&ure (2b) : 

Das in a) erhaltene Produkt 1 (s.Fig.l; 0.5 mmol) wurde 
in 25 ml Dichlormethan gelost. Unter Ruhren und 
Eiskiihlung wurden in einem 50 ml Poiypropylenrdhrchen 
(Fa- Peske) der Reihe nach je ein mmol Glutaminsaure- 
di-t-butylester (Glu (OtBu) OtBu, Bachem) , 
1-Hydroxybenzotriazol (Aldrich) , N-Ethyl-N ' - 
(dimethylaminopropyl) -carbodiimid (Aldrich) und 
Diisoprcpylethylarain (Aldrich) zugesetzt. Nach 48 h 
Reaktion wurde das Gemisch am Rotationsverdampf er bis 
auf einen 6iigen Rttckstand eingeengt, der in 20 ml 
Ethylacetat aufgenommen wurde. Diese Losung wurde je 
zweimal mit 0.5 M Salzs&ure, gesattigter 



Natriumhydrogencarbonatlosung und gesSttigter 
Natriumchioridlosung ausgeschtittelt . Die organische 
Phase wurde am Rotaticnsverdampf er bis auf einen Siigen 
Ruckstand eingeengt und liber Nacht am Hochvakuum 



getrocknet (Produkt 2a; s. Fig, 1} . Produkt 2a wurde 
ohne weitere Aufreinigung zur Enfcfernung der 



\ 
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t -Butyl schutzgruppen in 30 ml 

Dichlormethan:Trif luoressigsaure (2:1) aufgenommen und 
zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Am 
Rotationsverdampf er wurde bis auf einen 51igen 
5 Ruckstand eingeengt, der mit eiskaltem Ether gewaschen 
wurde. Nach Trocknung am Hochvakuum wurde das Produkt 
in 100 mM Hepes pH 7.4 gelost und in Aliquots mittels 
RP-KPLC (gleiche Bedingungen wie ftir Produkt 1) 
gereinigt. Die Produktf raktionen wurden vereinigt* 
10 Produkt 2b (s. Fig.l) wurde in einer Ausbeute von 
270 lamol erhalten {27 % Ober alle Stufen) * 
Theoretisches Molekulargewicht : 34 4 . 05 * 
Gef undent 345,0 (MH*) . 



15 cl) Copolymerisation Yon Pyridyl- <2-dithiopropionyl) - 
glutaminsaure (2b) mit 0,0' -Bis (2- 
aminoethyl)poly (ethyienglykcl) 6000 (Diamino- 
PEG-6000; Fluka) 

Produkt 2b wurde in 3 ml Dimethylformamid (Fluka) 
20 gelost und mix; Oichlormethan auf 20 ml aufgefullt. 5 ml 
dieser LOsung (67.5 pimol) wurden der Reihe nach mit 
506 mg Diamino-PEG-6000 (84 umol, entspricht 
1.25 Aquivalenten; Fluka)/ 30 mg 

Dicyclohexylcarbodiimid (135 vunol, 2 Aquivalente, 

25 135 pi einer 1 M L5sung in DMF) und 2 mg 

Dimethylaminopyridin (0,25 ftquivalente, 1 M Losung in 
DMF) versetzt. Nach 2 h wurden 10 )il fur einen 
Ninhydrintest entfernt, der nur noch schwache 
Blaufarbung zeigte. Rohprodukt 3 (s. Fig. 1) wurde nach 

3 0 Kuhlung auf -20 °C durch Fallung aus dem 
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Reaktionsgemisch mit t-Butyl-methyiether unter RUhren 
erhalten. Das Produkt wurde im Vakuum getrocknet, 
Aliquots wurden in Wasser aufgenommen, unci nach 
Entfernung von unl&slichem Ruckstand durch Filtration 
5 (Ultra-Free MC, Millipore) wurde mittels Gelf titration 
gereinigt. Dazu wurde eine XK 16/40-Saule (Pharmacia) 
mit Superdex 7 5 (Pharmacia) nach den Vorgaben des 
Herstellers geflillt. Aliquots von je 20 mg Rohprodukt 3 
wurden bei einer Fluftrate von 1 cnl/min mit 20 mM Kepes 
10 pH 7,3 als Eluens gereinigt. Die Hauptf raktion eluierte 
bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 4 0.000 Da 
nach hohermolekularen, deutiich abgetrennten 
Vorf raktionen, die getrennt gesammelt wurden. 



15 c2) Copolymerisation von Pyridyl- (2-dithiopropionyl) - 
gLutaminsaure (2b) mit O r O'-Bis(2- 
aminoethyl ) poly (ethylenglykol ) 3400 ( Diamino- 
PEG-3400; Fluka) (Produkt 4/ s. Fig.l) 

Produkt 4 wurde nach gleichem Ansatz und gleicher 
20 Aufreinigung erhalten wie Produkt 3. Als Hauptf raktion 
(54 % der Produktf raktionen) nach Gelf iltration wurde 

ein Produkt erhalten, das bei einem scheinbaren 

Moiekulargewicht von 22.800 Da eluierte 

("Nebenfraktionen sind ein Produkt mit 64 kD, 14 % der 
25 Gesaintmenge, und ein Produkt mit 46 kD/ 32 % der 

Gesamtmenge) . 

Das Reaktionsschema der Syntheseschritte a) bis c) , die 
das CopolymergerUst ergeben, ist in Fig. 1 dargestellt: 
3-Mercaptopropicnsaure wird rait 2, 2' -Dithiodipyridin 
30 umgesetzt, das Produkt (1) wird an carboxylgeschutzte 
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Glutamins£ure gekoppelt (Produkt 2a), Nach Abspaltung 
der t-Butyl-Schutzgruppen erhalt man 3-(2'-thio- 
pyridyl) -mercaptopropionyl-glutaminasure (2b) , die 
unter DCC-Aktivierung mit 0,0' -Bis (2- 
5 aminoethyljpoly (ethylenglykol) 6000 oder mit 
0 , O' -Bis ( 2-aminoethyl ) poly (ethylenglykol ) 3400 
copolymerisiert wird, Erhalten werden die Produkte 3 
bzv/. 4* 



10 1.2. Peptidsynthese 

Die Peptide wurden nach dem FastMoc*"-Protokoll auf 
einem Applied Biosystems 431A Peptidsynthesizer 
hergestellt - 

i) Peptid YE5C (Sequenz [Ac~YEEEEE) 2 -ahx-C) wurde 

15 unter Verwendung von 330 mg cysteinbeladenem 
Chlortritylharz (0.5 mmol/g; Bachem) rait den 
Schutzgruppen Trityl- (Cys) , di-Fmoc (Lys) und O-t- 
Butyl- (Glu) hergestellt. Es wurde je 1 mmol der 
geschiitzten Aminos ciur en eingesetzt. Nach dem 

2 0 Verzweigungspunkt (Lys) wurden durchgehend 

Doppelkopplungen durchgef Uhrt . Die Acetylierung der 
N-Termini wurde am Peptidharz mit 2 mmol Acetanhydrid 
in 2 ml N-Methylpyrrolidon in Gegenwart von 2 mmol 
Diisopropylethylamin durchgef ahrt . Das Peptid wurde als 

25 Rohprodukt nach Spaltung vom Harz (500 \xl Wasser f 
500 pi Thioanisol, 250 \xl Ethandithiol in 10 ml 
Trif luoressigsaure) und F&liung mit Diethylether 
gewonnen. Das Rohprodukt wurde in 100 mM HEPES pH 7,9 
gelbst und mittels Perf usionschromatographie gereinigt 

30 (Poros 20 HQ f Boehringer Mannheim, gefUllt in eine 4 x 
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iii) Peptid SF029-ahx (Sequenz K?K-ahx-C) wurdie auf 
20 analog© Weise synthetisiert (500 rag Fmoc-Cys (Trt ) - 

Chiortritylharz von Bachera; 0*5 mmcl/g) und nach 
Standardmethoden gereinigt (Sephadex G10 mit 0.1 % TFA 
als Eluens; Reverse Phase HPLC, 0.1 % TFA - 
Acetonitril-Gradient) « Das Lysin am Verzweigungspunkt 
25 wai: alpha , epsiion-di-Fmoc-L-Lysin, die folgenden Lysine 
alpha-Fmcc-epsilon-Boc-L-Lysin • 

iv) Peptid E4E (Sequenz [EEEE] 2 KGGE} wurde analog 
synthetisiert. AnsatzgrSfce 0.25 mmol Fmoc-Glu (OBzi ) - 
Chiortritylharz. Die Eelegung des Harzes erfolgte durch 

30 Suspend! eren entsprechender Mengen 



100 mm PEEK-Saule. 0 - 0.5 M NaCl in 8 min, Fluiirate 

10 ml /min) . Der Extinctions koef f izient des Peptids in ; 

50 mM Natriumphosphatpuffer in 6 M jj." 

Guanidiniurahydrochlorid betragt bei 230 nm 2560 M^cirf 1 j 

5 (Gill und von Hippel 1989) . |- 

ii) Peptid INF7 (Sequenz GLFEAIEGFI ENGWEGMIDGWYGC) j 

wurde nach der gleichen Prozedur an 500 mg | 

r. 

Chiortritylharz (0.5 mmol/g) synthetisiert, vie fiir f : 

YE5C beschrieben vom Harz gespalten und mit j: 
10 Diethylether gefallt. Das Rohprodukt wurde im Vakuum 

getrocknet. Aliquots von je 20 mg wurden in 500 pi 1 M ; 

Triethylanuncniumhydrogencarbonat-Puf fer pH 8 gelost und j'* 

durch Gelf iltration gereinigt (Sephadex G-10 von | 

Pharmacia gefUllt in eine HR 10/30-Saule von Pharmacia. f 

i 

15 Fluftrate 1 ml/min. Als Eluent dienten 20 mM HSPES <•' 

pH 7.3 / 150 mM NaCl oder 10C mM TEAB Oder 100 roM j' 
Anunoniumhydirogencarbonat) . Extinktior.skoef f izienten: 

278 nm 12600; 279 nm 12665; 280 nm 12660 M^cm" 1 . [ 
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O-Chlorotritylchioridharz (Alexis) in absolutiertem 
Dichlormethan and Versetzten mit je 2 eg. 
FmocGlu (OBzl)OH und Diisopropylethylamin- Nach 
mehrsttindigem Schutteln wurde abfiltriert und mehrfach 
5 mi*c Dimethylf ormamid, Methanol, Isopropanol, 

Dichlormethan und Diethylether gewaschen* Zum Einsatz 
kommt ein modif iziertes Fmoc-Protokoll . Die N-terminale 
Aminosaure tr&gt eine Boc-Schutzgruppe, um aus der 
Festphasensynthese ein vollgeschiitztes basenstabiles 
10 Peptidderivat der Sequenz (E (Boc) [E (tBu) ] 3 ) 2KGGE (OBzl) OH 
(E4E PR0T > zu erhalten. 

Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit Dichlormethan / 
Essigsaure / Trif luorethanol 8:1:1 bei Raumtemperatur. 
Die Benzylester-Schutzgruppe der C-terminalen 
15 Glutaminsaure wurde selektiv mit H 2 / Palladium auf 
Akrivkohle nach Standardvorschrift abgespalten. 

Die Peptidmassen wurden mittels Elektrospray 
Massenspektr-oskopie beetimmt und damit die Identitat 
der Peptide best&tigt. 

20 

1.3. Ankoppeluiig der Peptide an das Copolymergerust (4) 
bzw. (5) 

Die LCsungen von je 1,2 Aquivalenten C-terminal 
cysteinhaltigem Peptid und Copolymergerust , erhalten in 
25 1,1 (bezogen auf die Thiopyridyl-Gruppen am Polymer), 
in 20 mM Hepes, pH 7 . 4 werden vereinigt und 15 Stunden 
bei Raumtemperatur geruhrt oder geschtittelt. 
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Zur Bestimmung der einzusetzenden Aquivalente werden 
die verfiigbaren Thiopyridyl-Bindungsstellen durch 
Versetzen einer verdttnnten Losung des Polymers mit 

2- Mercaptoethanol und anschlieJSender Me3sung der 

5 Extinktion des freigesetzten 2-Thiopyridons bei einer 
Wellenl&nge von 342 nm, die Konzentration der freien 
Thiolf unktionen des cysteinhaltigen Peptides mit 
Ellman-Reagenz bei einer Wellenlange von 412 nm nach 
Lambert-Beer bestimmt. 

10 Nach Ablauf der Reaktion, deren Vollstandigkeit durch 
die Absorption des freigesetzten Thiopyridons bei 
342 nm bestimmt wurde, wurde eingeengt und das Produkt 
mittels Gelf titration (Superdex 73-Material, Pharmacia) 
f raktioniert . 

15 1.3.1 Herstellung des Copolymer P3YE5C 

Es wurde das verzweigte Peptid YE5C, Sequenz 
( YEEEEE ) 2K ( ahx ) C , verwendet, das tiber eine 
Disulfidbrucke des Cystein-Thiols mit der 

3- Mercaptcpropionyl-glutamins^ure-Gruppierung verknupft 
20 ist. 

a) Copolymer P3YE5C wurde aus Fraktion 3 (22.800 Da) 
des Produktes (4) und gereinigtem Peptid hergesteilt. 
Als Produkt wurde eine Verbindung mit einem scheinbaren 
Molekulargewicht von 35.000 Da erhalten. Unter 
2 5 Berucksichtigung des Molekulargewichts des Peptides und 
des Ausgangspolymers bedeutet dies einen 
Polymerisationsgrad p = 6 (6 sich wiederholende 
Binheiten) . 
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b) Copolymer P6YE5C wurde aus Fraction 3 {40*2 00 Da) 
des Produktes (3) und gereinigtem Peptid hergestellt . 
Als Produkt wurde eine Verbindung mit scheinbarem 
Molekulargewicht 55.800 Da erhalten. Der 
5 Polymeria at ionsgr ad 1st ca. 7. 

1.3-2 Herstellung des Copolymer P3INF7 

Es wurde das endosomolytische Peptid INF7 verwendet, 
das uber eine Disulf idbrucke des Cystein-Thiols mit der 
3 -Mercapto-propionyl -glutaminsaure-Gruppierung 
X0 verkniipft ist, 

a) Copolymer P3INF7 wurde aus Fraktion 3 (22,800 Da) 
des Produktes (4) und gereinigtem Inf luenzapeptid 
hergestellt . 

b) Copolymer P6INF7 wurde aus Fraktion 3 <40.200 Da) 
15 des Produktes (3) und gereinigtem Inf luenzapeptid INF7 

hergestellt - 



1.3.3 Herstellung eines Rezeptorligand-modif izierten 

C y lactosylierten" ) Copolymer 

20 Bs wurden ein Teil des lactosylierten Pepitds SF029-ahx 
und 9 Teile des verzweigten Peptids YB5C, die uber eine 
Diaulf idbrucke des Cystein-Thiols mit der 
3 -Mercaptopropionyl -glutamins&ure-Gruppierung verknftpf t 
sind, verwendet - 

25 Jeweils 3,32 /imol Copolymer (4) bzw (5) (bezogen auf 
die enthaltenen Thiopyridyl-Gruppen) gel6st in 1 ml 
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20 mM HEPES pH 7.4 wurden mit einer Mischung von 
500 nmol lactosyliertem SF029-ahx und 4,48 /imol Peptid 
YE5C in 1.1 ml HEPES-Puffer versetzt. Dies entspricht 
einem 1.5-fachen uberschuS an freien Thiolgruppen der 
5 Peptide fiber die zu Verfiigung stehenden 

Thiopyridylgruppen, und der Anteil dee lactosylierten 
Peptids an Gesamtpeptid ist 10 %. Die Reaktion verlief 
uber Nacht vollstandig. Die Produkte wurden wie 
beschrieben mittels Gelf iltxation (Superdex 75) 
10 gereinigt . 

Das Reaktionsschema zur Ankoppelung der geladenen 
Peptide an das Copolymergerust gemaS 1.3 ist in Pig. 2 
dargestellt: An Produkt 3 bzw. 4 werden Peptide mit 
freien Thiolgruppen gekoppelt, z.B. das Peptid INF7 
(links) oder das Peptid YE5C. Bs werden die Produkte 
P3INF7 (aus 0,0' -Bis (2-aminoethyl) poly (ethylenglykol) 
3400), P6INF7 (aus O, 0 1 -Bis (2- 

aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000) und analog P3YE5C 
und P6YE5C erhalten. 
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Beispiel 2 

Herstellung des Copoylymergerusts aus Fmoc-€- 
Aminohexanoyl-glutaminsaure und 0,0'- 

Bis(2-aiainoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 CDiaiaino-PBG- 

25 6000; Fluka) Oder 0,0' -Bis < 2- 

a minoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 (Diamino-PEG-3400; 

Fluka) . 

In diesem Fall gilt far die allgemeine Forznel I: 
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K=tf=NH; X=Fmoc-6-Aminohexanoyl-glutamins&ure . j 



Das heifit, X ist gem&fl i) ein Aminosaurederivat , das 
durch Ankoppelung von Fmoc-6-Aminohexansaure an 
GlutarninsMure erhalten wurde . FiAr die Ankoppelung des 
5 Ef f ektormolekiils E kann Z entfallen oder ein 
bifunktioneller Linker wie SPDP oder EMCS sein. 

Ein zur Ankoppelung an dieses Polymergerust geeigneter 
Effektor E kann ein Peptid des Typs E4E E>ROT (Z entfallt) 
oder des Typs YE5C sein, wobei dieses ttber das Cystein- 
10 Thiol mit dem LinkermolekUl Z (z.B. SPDP oder EMCS) 
reagiert , 

a) Synthese des Dipeptids Fmoc-6-Air t inohexansaure- 
GluOH (6) 

1 g Fmoc-geschutzte 6-Aminohexans^ure (2.82 mmol), 
15 1.2 eq. Glu (OtBu) OtBu und 1*2 eq. 1-Hydroxybenzotriazol 
werden in 200 ml Dichlormethan gel6st * Die Mischung 
wurde nach KUhlen auf 0°C mit 1.2 eq. N-Ethyl-N'- 
(dimethylaminopropyl) -carbodiimid und 1.7 ml 
Diisopropylethylamin versetzt (pH =8). Nach einer 
20 Stunde bei 0°C wurde noch 18 Std bei Raumtemperatur 



\ • 

V 

r 



gerUhrt. Das LSsungsmittel wurde nun vollstandig V 

ir 

abdestilliert, der Ruckstand mit Ethylacetat £ 

aufgenommen und mit 0.5 N SalzsSure, gesattigter ; ! ; 

Natriumhydrogencarbonat-L83ung und gesattigter !' 
25 Natriumchlorid-LSsung extrahiert. Nach Abziehen des 
Losungsmittels wurde Fmoc-6-Aminohexansaure- 
Glu (OtBu)OtBu (5) nach Gef r iertocknung erhalten. 

Di-t -butyl -geschiitzes Deri vat (5) wurde in 3 0 ml 
Dichlormethan/Trif luoressigsaure 2:1 gelost und eine 
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Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Nach vollstandiger 
Reaktion (Reaktionskontrolle mit reversed phase -HPLC) 
wurde das LSsungsmittel auf oa. 5% dee Ausgangsvolumen 
reduziert und das Produkt (6) durch Pr&zipitation aus 
5 Diethylether erhalten. AbschlieiSende Reinigung erfolgte 
durch RP-HPLC mit einem Acetonitril/ Wasser/ 0.1%TFA 
Gradient en, 

b) Copolymeriaation von Fmoc-6-Aminohexansaure-GluOH 
(€) mit 0,0' -Bis (2 -aminoethyDpoly (ethylenglykol) 
10 3400' (Diamino-PEG-3400, Fluka) , Produkt (7) 

10 mg (6), 1-5 eq. o,0'-Bis(2- 
aminoethyl) poly (ethylenglykol) 3400', 2 eq. 
Dicyclohexylcarbodiimid und 0.25 eq. 4~ (Dimethylamino) - 
pyridin werden in 5 ml Dichlormethan gelost. Nach 
15 30 minUtigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Losung 
nach Aufkonzentrieren filtriert und das Ldsungsmittel 
danach vollstandig abdestilliert . Der Ruckstand wurde 
in 500 ]il Wasser suspendiert und gef riergetrocknet . 

CTach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (20% Piperidin in 
20 Dime thy Iformamid Oder Dichlormethan) vom Polymer kann 
das Copolymer unter Verwendung gangiger Peptid- 
Kupplungschemie mit beliebigen Peptiden mit freiem 
C-Terminus conjugiert werden. 



25 Beispiel 3 

Herstellung des Copclymergerusts aus dem geschutzten 
Peptid E4E PKOT und 0,0' -Bis (2- 

aminoethyl) poly (ethylenglykol) 6000 (Diamino-PEG-6000; 
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Cooiymerisation von E4E PROT mit O, 0' -Bis (2-aminoethyl) 
poly- (ethylenglykol) 6000' (Diamino-PEG-6000, 
10 Fluka) (8); 



Zur Abspaltung der verbliebenen s£urelabilen 
2 0 Seitenkettenschutzgruppen wurde wie in der Literatur 

beschrieben mit Trif luoressigsaure unter Zusatz von bis 
zu 5% Scavenger (bevorzugt Ethandithiol, Triethylsilan, 
Thioanisol) versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt. Die Isolierung des Rohproduktes 
25 erfolgte durch PrSzipitation aus Diethylether . Die 
endgaitige Reinigung erfolgte wie oben beschrieben 
mittels Gelfiltration (Superdex75, Pharmacia) ♦ 



Fluka Oder O, O' -Bis (2-aminoethyl ) poly (ethylenglykol) 
3400 (Diamino-PEG-3400; Fluka) 

i 

7 

In diesem Fall ist in der allgemeinen Formel I j 

V 

r 

W=y=NH; X das verzweigte Peptid E4E PROT . f. 

5 In diesem Beispiel stellt ein polyanionisches Peptid X = 
gemaB i) selbst den Effektor dar; daher entf alien Z und 1 
E {m - n - 0) f; 



50 pmol E4 E PR0T , 1-5 eq. O, O' -Bis (2-aminoethyl ) - 
poly (ethylenglykol) 6000', 2 eq. 

Dicyclchexylcarbodiimid und C.25 eq« 4- (Dimethylamino- 

)pyridin wurden in 10 ml Dichlormethan gelost. Nach | : - 

15 vierstundigem Riihren bei 4°C wurde die Losung nach [■: 

Auf konzentrieren filtriert und das Losungsmittel : 

vollstandig abdesrilliert . Der Ruckstand wurde in t 

500 \xl Wasser suspendiert und gef riergetrocknet . \- 



ii 
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Fig. 3: zeigt das Reaktionsschema: Die 
Benzylschutzgruppe an Carboxylat 1 der C-terminalen 
Glutamins&ure des vollgeschutzten Peptids K4E PROT wird 
selektiv mit H-/ Palladium auf Aktivkohle abgespalten. 
5 Das Produkt wird unter DCC-Akti vie rung rait 0,0 f -Bis<2- 
aminoethyl)poly (ethylenglykol) 6000 Oder mit 0,0'- 
Bis (2 -aroinoethyl) poly (ethyl englykol) 340 0 
copolymerisiert . Im letzten Schritt werden die 
Schutzgruppen der Kf- terminal gelegenen Glutaminsauren 
10 mit TFA. in DCM abgespalten. 



Beispiel 4 

Komp 1 ement a kt i vi er ung s a t udi en 

Der Test wurde im wesentlichen wie in Plank et al . , 
15 1S96, beschrieben durchgef tthrt . 

a) Polylysin-DNA-Komplexe mit und ohne Copolymer 
P6INF7 

Polylysin (durchschn. Kettenl&nge 170; Sigma) - DNA 
wurde als Stock-Losung hergestellt, indem 64 pg pCMVLuc 

20 in 80C pi HBS zu 256 pg pL in 800 pi HBS gegeben wurden 
und durch Pipettieren gemixt wurden, dies enrspricht 
einem berechneten Ladungsverhaltnis von 6.3. Von dieser 
Suspension von Polyplexen wurden als Posit ivkontrolle 
je 50 pi in Spalte 1 A-F einer 96-Kalottenplatte 

25 gegeben und mit 100 pi GVB 2 *-Puf f er versetzt* Alle 
anderen Vertiefungen enthielten 50 pi GVB 2 *-Puf f er . 
100 pi wurden von Spalte 1 in Spalte 2 trans f eriert , 
gemixt usw. wie in Plank et al. 1996 beschrieben. 
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Desweiteren warden je 350 pi der Polylysin-DNA Stock- 
L5sung versetzt mit 35, 70 und 105 nmol (bezogen auf 
Anteil INF7) des Polymers P6INF7 und nach 15 min 
Inkubation mit GVB 2 *-Puffer auf 1050 pi aufgeftlllt. Je 
5 150 pi der resultierenden Suspension wurden auf die 
Reihen A bis F der Spalte 1 einer 96-Kalottenplatte 
aufgeftfllt. Eine 1.5-fache VerdUnnungsreihe in GVB 2+ - 
Puffer und der weitere Komplernentaktivierungstesr 
wurden wie oben und in Plank et al. 1996 ausgeftihrt. 
10 Die Endkonzentrationen der Koniponenten in Spalte 1 sind 
fur DNA 2/3 pg, fur pL 8/3 pg und fflr das Polymer 0, 5, 
10, 15 nmol (bezogen auf INF7) pro 200 pi Ge s am tvo lumen . 

b) Komplementaktivierung durch PEI-DNA-Komplexe mit 
und ohne Copolymerhulle 

15 Der Test wurde wie beschrieben durchgef uhrt . 

PEI (25 kD, Aldrich) - DNA-Komplexe wurden durch 
Vereinigung gleicher Volumina einer DNA-Losung 
(80 pg/ml in 20 mM HEPES pH 7.4) und einer PEI-LSsung 
(83,4 pg/ml in 20 mM HEPES pH 7,4) hergestellt. Die 

20 DNA-Komplexe wurden zur Entfernung von ttberschttssigem, 
ungebundenen PEI drei mal 15 min bei 350 x g in 
Centricon-lOQ-Filterrohrchen (Millipore) zentrif ugiert, 
wobei zwischen Zentrifugationen jeweils mit in 20 mM 
HEPES pH 7.4 auf das ursprttngliche Volumen aufgeftlllt 

25 wurde . Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde 
eine Stockl&sung an DNA-Komplex erhalten, die einer 
DNA-Konzentration von 300 pg/ml entsprach. 182 pi 
dieser LSsung wurden mit 20 mM HEPES pH 7.4 auf 2520 pi 
verdiinnt. Je 610 pi dieser Losung (entsprechend je 

30 13,2 pg DMA) wurden zu Losungen von P6YE5C in je 
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277,6 pi 20 mM HEPES pH 7 - 4 pipettiert. Die 
resultierenden L5sungen warden mit 5 M NaCl auf eine 
Saizkonzentration von 150 mM gebracht. Je 150 jal der 
resultierenden L5sungen wurden in Spalte 1, A bis F, 
einer 96-Well-Platte transf eriert . Die Verdtinnungsreihe 
in GVB 2+ -Puffer wurde wie beschrieben durchgefUhrt 
(Plank et al. 1996) - 

Ebenso wurden je 610 |tl PEI-DNA-Komplex hbherer 
Konsentration <86 ng DNA pro \xl) mit je 277,6 \xl von 
Losungen des Polymers P3YE5C inkubiert. Die Losungen 
enthielten 0, 1, 2 ,3 Ladungsaquivalente bezuglich der 
eingesetzten DNA an Peptid YE5C. Nach 15 min wurden je 
27,45 pi 5 M NaCl zugefugt (resultierendes 
Gesamtvolumen 915 \xl) • Je 150 ]il der resultierenden 
Losung wurden in Spalte 1, Reihen A bis F einer 
96-Kalottenplatte transferiert (dies entspricht jeweils 
8.6 pg DNA und 9 \xg PEI) . Die Verdunnungsreihe in GVB 
und der weitere Versuchsvorgang wurde wie oben fur 
pL— DNA beschrieben durchgef uhrt - 

Das Ergebnis des Komplementaktivierungstests ist in 
Fig. 4 dargestellt: 

A) Komplementaktivierung durch Polylysin-DNA~Komplexe 
in Anwesenheit und Abwesenheit des Copolymers P6INF7. 
Der CH50-Wert bezeichnet eine bestimmte 
Serumverdtinnung, die zur Lyse von 50 % der 
Schaferythrozyren in diesem Versuchsaufbau fuhrt. Der 
Wert CKSOmax bezeichnet jenen CH50-Wert, der mit 
unbehandeltem Huraanserum erhalten wird* Im 
beschriebenen Versuchsaufbau wurde flumanserum mit 
Genvektoren inkubiert. Die CH50-Werte, die mit so 
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behandeltem Serum erhalten warden, sind niedriger als 
CH50 ma>c , wenn die Vektoren die Kompleiuentkaskade 
aktivieren. Die Daten sind in Prozent von CHSOn^x 
gezeigt. Die starke Komplementaktivierung, die mit 
S Polylysin-DNA-Kompiexen beobachtet wurde, kann durch 
Hullpolymer P6INF7 ganzlieh unterbunden werden. 

B) Das Peptid INF7 selbst, in freier Form oder 
polymergebunden, ist ein schwacher Komplenient- 
Aktivator. Eingebaut in einen Polylysin-DNA-Komplex 

10 verschwindet diese Komplementaktivierung. 

C) Komplementaktivierung durch PEI-DNA-Komplexe 
(N/P =8) in Gegenwart des Copolymers P3YE5C* Der 
ungeschutzte DNA-Komplex ist ein starker Aktivator des 
Komplementsystems. Das Copolymer P3YE5C vermindert die 

15 Komplementaktivierung in Abhangigkeit von der 

zugesetzten Menge an Copolymer, fuhrt jedoch im 
untersuchten Bereich nicht zu vollstandigem Schutz, 

D) Dagegen schtttzt Copolymer P6YE5C schon in kleinen 
zugesetzten Mengen vollstandig vor 

20 Komplementaktivierung • 

Beispiel 5 



Erythrozyten-Lyse-Test 

Der durchgef uhrte Test dient zur Untersuchung der 
Fahigkeit von Peptiden, nattlrliche Membranen 
25 pH-abhangig zu lysieren. 

Die in diesem Beispiel verwendeten Eryrhrozyten wurden 
wie folgt erhalten: 10 ml frisches Blut wurde von 
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Freiwilligen entnommen und sofort in 10 ml Alsevers 
Losung (Whaley 1985; Plank et al. f 1996) auf genommen , 
Aliquots von je 3 ml wurden 3 mal mit dem 
entsprechenden Puffer (je 40 ml Citrat bzw. HBS) 
5 gewaschen (nach Pufferzugabe und Schutteln 

Zentrifugation bei 2500 x g und Verwerfen des 
Uberstandes) . Die Konzent ration der Erythrozyten wurde 
mit einem " Extinktionskoef f izienten" von 2.394 x 
10" c ml/Zelien bei 541 nm bestimmt. Zur Herleitung des 
10 Extinktionskoef f izienten wurde die Zellzahi in einem 
Aliquot mit einer Neubauerkammer bestimmt und 
nachfolgend die Extinktion dieser Losung nach Zugabe 
von 1 pi 1 % Triton X-100 bei 541 nro bestiiraat. 

In einer 96-Kalotten-Platte wurden in Spalte 1 Aliquots 

15 von INF7 bzw. copolymergekoppelten INF7 (P6INF7) in 

150 pi 10 mM Natriumcitrat pH 5 / 150 mM NaCl bzw. in 
HBS-Puf fer vorgelegt (tiblicherweise 45 pmol Peptid) . In 
alien anderen Vertiefungen wurden je 50 pi Puffer 
(Citrat bzw. HBS) vorgelegt, 100 pi wurden mit einer 

20 Mehrkanalpipette von Spalte 1 in Spalte 2 transf eriert , 
durch Pipettieren gemixt, 100 pi wurden von Spalte 2 in 
Spalte 3 transf eriert usw. Die ubrigen 100 pi aus 
Spalte 11 wurden verworfen, in Spalte 12 befand sich 
nur Puffer. Die resultierende 1.5-fache 

25 Verdunnungsreihe wurde mit je 50 pi Puffer (Citrat bzw. 
HBS) auf 100 pi aufgefttllt. Daraufhin wurden je 3 x 10 6 
humane Erythrozyten zugegeben, die Platten mit Parafilm 
abgedeckt und bei 400 rpm in einem SchUtteiinkubaror 
(Series 25 Incubator Shaker; New Brunswick Scientific 

30 Co.; NJ, USA) bei 37 Q C fur 1 h geschuttelt . Daraufhin 
wurden die Platten bei 2500 x g zentrif ugiert, je 
150 pi Oberstand in eine Flachboden-96-Kalottenplatte 
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transferiert und f reigeset ztes Hamoglobin bei 410 nm 
rait einem ELISA- Plate-Reader gemessen. 100 % Lyse wurde 
durch Zugabe von 1 |il 1 I Triton X-100 in einzelne 
Vertief ungen aus Spalte 12 (vor Transf erieren in die 
Flachbodenplatte) bestimmt, 0 % Lyse wurde aus 
unbehandeltan Proben aus Spalte 12 bestimmt. 

Das Ergebnis des Erythrozyten-Lyse -Tests ist in Fig. 5 
dargestellt: Peptid INF7 zeigte hohe pH-spezif ische 
Aktivitat. Aus der Synthase des Copolymers P3INF7 
wurden nach chroniatographischer Auf trennung (Superdex 
75, Pharmacia) vier Fraktionen (abnehmendes 
Molekulargewicht von 1 bis 4) gewonnen. Von diesen 
zeigten Fraktionen 2 und 3 gegenuber freiem Peptid INF7 
hohere Lyseakt ivitat . In alien Fallen war die Aktivitat 
streng pH-abhangig, d.h. keine Lyse bei neutral em pH 
(nicht gezeigt) . 

Beispiel 6 

GroBenbestimmung von DNA-Kompiexen mittels dynamischer 
Lichtstreuung und Elektronenmikroskopie 

Herstellung von PEI-DNA Polyplexen und Aufbringen der 
PoiymerhUlle: Je 4 0 pg DNA (pCMVLuc) in 333 pi 20 mM 
HEPES pH 7.4 wurden zu 41.7 pg PEI (25 kD, Aldrich) in 
333 pi HEPES pH 7.4 pipettiert und gemixt. Nach 10 - 
15 min Inkubation wurden 0, 0.5/ 1, 1.5, 2 oder 3 
Ladungs^quivalente (bezUglich der Ladung der 
eingesetzten DNA) an Polymeren P3YE5C bzw. P6YE5C in je 
333 pi HEPES zugesetzt (bzw. 0, 1/ 2, 3 und 5 
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Aquivalente in einem zweiten Experiment) . Dies 
entspricht einer Menge bezogen auf das Peptid YE5C von 
0, 152, 303/ 455, 606 oder 909 pmoi an Polymer pro 
yg DNA. DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexe wurden aus 
5 DOTAP/Cholesterin (1:1 raol/mol) -Liposomen in 330 \xl 

20 niM HEPES pH 7.4 und DNA im selben Volumen bei einem 
Ladungsverhaltnis von 5 hergestellt. Die Lipoplexe 
wurden rait 0, l f 2, 3 und 5 Aquivalenten des Copolymers 
P3YE5C in 330 \xl Puffer inkubiert. Die endgtiltige 
10 DNAHKonzentration des Komplexes war 10 pg/ml. 

Die Gr66e der DNA~Komplexe wurde einerseits durch 
dynamische Lichtstreuung (Zetamaster 3000, Malvern 
Instruments) sofort nach Polymer zugabe und dann zu 
verschiedenen Zeitpunkten iiber mehrere Stunden hinweg 
15 bestimmt, andererseits durch Elektronenmikroskopie wie 
in Erbacher et al., 1998, und Erbacher et al., 1999, 
beschrieben. 

Fig. 6 zeigt die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
von PEI-DNA^Komplexen <N/P - 8) in Gegenwart des 
20 Copolymers P3YE5C, 

A) In Gegenwart eines kadungsaquivalents (bezuglioh 
der Ladungsn der eingesetzten DNA) des Copolymers - Die 
Partikelgrofce betragt 20 bis 30 nm. 

B) In Gegenwart von zwei Ladungsaquivalenten des 

25 Copolymers, Die Mehrzahl der Partikel weist Grofien urn 
20 nm auf . Dies sind monoiuoiekuiare DNA-Komplexe, d.h. 
ein Plasmidmolekul verpackt in ein Partikel. 

C) In Gegenwart von 1,5 Ladungsaquivalenten des 
Copolymers nach Zugabe von BSA zu einer 
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15 Fig* 7 zeigt das Zetapotential von PEI- und 

DOTAP/Cholesterin-DNA-Kornplexen in Abhangigkeit von der 
Menge zugesetzten Copolymers P3¥E5C, Das Zetapotential 
als Ma3 fur die Oberf lachenladung der Kompiexe nimmt 
von stark positiv iiber neutral zu leicht negativ mit 

20 steigender Menge zugesetzten Copolymers ab. Dies zeigr, 
daJ5 das Copolymer an die DNA-Komplexe bindet und deren 
elektrostatische Ladung ausgleicht bzw. abschirmt . 



Beispiel 8 

25 Herstellung von DNA-Komplexen und Transf ektionen 
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Endkonzentration von 1 mg/ml und Inkubation liber Naeht 
Copolymergeschutzte DNA-Komplexe bleiben sfcabil und 
aggregieren nicht, im Gegensatz zu ungeschutzten 
PEI-DNA-Komplexen, die unter diesen Bedingungen sofort 
prazipitieren {nicht gezeigt) . 



Beispiel 7 t" 

Bestimmung des Zetapotential© von DNA-Komplexen ! 

An den gleichen Pxoben wie in Beispiel 6 wurden die \ . 

10 Zetapotentiale mit dem Gerat von Malvern bestircnvc, j 

wobei die Parameter Brechungsindex, Viskositat und f 

Dielektrizitatskonstante auf die Werte von } 

deionisiertem Wasser eingestellu wurden, was nur ; 
naherungsweise gelten kann. 
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Fttr die in den nachf olgenden SeispieXen durchgef uhrten 
Zellkultur- und Transf ektionsexperimente warden, wenn 
nich anders angegeben, die f olgenden Material ien und 
Methoden verwendet: 

a) Gentransfer in Zellkultur in einer 96-Weil Platte 



Adharente Zellen werden am Tag vor der Transf ektion in 

Flachboden-Platten zu 20.000 - 30,000 Zellen pro | 

Vertiefung ausgesat (je nach Teilungsrate d<sr Zellen. [ 

Wahrend der Transfektion sollte die Konfluenz etwa 70 - j, 

10 80 % seinl , \ 

\ 
i 

Vor der Transfektion wird Medium abgesaugt. Zur 

: 

Transfektion gibt man 150 ptl Medium auf die Zellen und 

gibt dann 50 pi DNA~Komplexe zu. \ 

\ 

b) Zusammensetzung der DNA-Komplexe : Vorzugsweise 

15 1 ug DNA/well Endkonzentrat ion; Berechnung fur 

1.2-fache Menge; 20 pi Volumen pro Komponente (DNA, 
PEI, Polymer). SchlieGlich werden 50 ]il DNA-Kompiex fur 
die Transfektion verwendet . Puffer: 2C rnM HEPES pH 7.4/ 
150 mM NaCl « HBS . Die verwendeten Volumina an Puffer 

20 bleiben gleich. 

Far den Fall, daft man DNA-Komplexe fur 
96 Einzeiversucm* benStigt, fiihrt man die Berechung 
zweckm&Gig so durch, als wurde man 100 Einzelversuche 
durchf tthren : z . B . 

25 DNA: 1 pg x ICO x 1.2 - 120 pg in 20 x 100 ul HBS - 
2 ml Gesamtvolumen* 

Polyethylenimin (PEI) : Urn ein N/P-Verhaltnis von 8 zu 
erzielen berechnet man gemaft der Fornvel 
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N/p = x 330 

43 (f-igDAW) 

(MgREQ 330 
8 " 43 (120)' 

daft man 125.09 ug PEI benotigt und zwar in 
20 x 100 |il - 2 ml HBS . 

5 HUilpolymer: Will man z.B. fur die angegebene Menge DNA 
und PEI HUilpolymer in einer Menge von 
2 Ladungsaquivaltenten (bezuglich DNA) einsetzen so 
berechnet sich nach der Formel 

■a (HMpoi.) = woo * x =§feyfe - 

^ v r 330 c(Hullpol. ftunol/rni]) 

10 das benotigt e Voiumen an HUilpolymer bei einer 
Konzent ration c von 11.1 vimol / rcl als 

120 2 

til(HaUpoU = 10O0x^x— - 65.5 ^1 r 

die ebenfalls auf 2 ml ir.it HBS aufgefullt werden. 

Dies ist ein Beispiel fur 100 Vereuche zu je 1 fig DNA. 
15 tfblicherweise werden etwa je 5 Versuche durchgeffthrt 

und z.B. N/P-Verh&ltnieee von 4, 5, 6, 7, 8 mit jeweils 
0, 1, 2, 3 Ladungsaquivalenten Hullpolymer untereucht . 

o) Mis chen der DNA-Komplexe : 

Nach Herstellung der bentttigten Vorverdtinnungen wird 
2 0 DNA unter Vortexen zu PEI gegeben. Nach 15 min wird 

wiederum unter Vortexen Ktillpolymer zum vorgefertigten 
PE I ~ DNA - Komp le x gegeben, Nach weiteren 30 min werden je 
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50 ]2l DNfA-Koraplexe zu den Zellen gegeben, die sich in 
je 150 ]il Medium befinden. 

Die verwendeten GefafJe richten sich nach dem berechneten 
Gesamtvolumen. Im obi gen Fall wird PEI zweckmaftig in 
5 einem 14 ml Poiypropylen-Rtthrchen <z,B. Falcon 2059) 
vorgelegt, die anderen beiden Komponenten in 6 ml- 
ROhrchen (z.B. Falcon 2063) . Fur Einzelversuche im 
96-Well-Plate kann man die Komponenten auch in einer 
96-Well -Platte anmischen. Wenn das endgUltige 
10 Gesamtvolumen der DNA-Komplexe 1 - 1.5 ml betragt, 
eignen sich Eppendor f -Tubes . Zum Mischen kann statt 
Vortexen mit der Mikropipette auf- und abpipettiert 
werden. 

Urarechnung auf 3 cm-Schalen (6-well plate) : 

15 Fur 3 cm^Schalen (6 -well plate) werden zweckmaSig 

Mengen von 2 bie 5 tig DNA, Vo lumen je Komponente etwa 
je 100 #1 eingeeetzt, wobei die Berechnung analog zu 
oben erfolgt- Im 12 -well plate werden zweckmSfiig Mengen 
von ca. 1 /ig DNA je Versuch eingesetzt« 

20 

Fig, 8 zeigt schematises die Formulierung von 
DNA-Komplexen: Bevorzugt wird zuerst Polykation mit 
Plasmid-DNA inkubiert, was zu einem positiv geladenen 
DNA-Komplex ftthrt (z.B. PEI, N/P - 8). Dann wird negativ 
25 geladenes Copolymer zugesetzt r das elektrostatisch an 

den vorgeformten Kcmplex bindet . Das Copolymer kann mit 
Rezeptorliganden modifiziert sein, symbolisiert durch 
Sterne (rechts) * 
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d) Lucif erin-Substratpuf f er 

Als Luciferin-Substratpuf f er wurde eine Mischung von 
60 mM Dithiothreitol, 10 mM Magnesiumsuif at, 1 mM ATP, 
5 30 |iM D (-) -Lucif erin, in 25 mM Glycyl-Glycin- Puffer pH 
7,8, verwendet. 

e) Proteinbestimmung in Zellysaten 

Den Proteingehalt der Lysate bestimmte man mit dem Bio- 
Rad Protein Assay (Fa, Bio-Ra) : Zu 10 jil (bzw, 5 n,l> 
10 des Lysats wurden 150 jj.1 (bzw, 155 dest, Wasser und 



40 jil Bio-Rad Protein Assay Farbstof f-Konzentrat in j 
eine Vertiefung einer durchsichtigen 96-Kalotten-Platte \' 
(Typ „£lat bcttom x% , Fa. Nunc, Danemark) gegeben und bei 
630 nm rait dem Absorbance-Reader „Biolumin 690" und dem 

15 Computer- Programm „Xperiment" (beide Fa* Molecular 

Dynamics, USA) die Absorption gemessen. Als Eichkurve 
wurden Konzentrationen von 50/ 33.3, 22.3/ 15, 9.9, 
6.6, 4.4, 2.9, 2.0, 1.3, 0.9 und 0 ng BSA / *il 
vermessen. Bovines Serum Albumin (BSA) wurde als Bio- 

20 Rad Protein Assay Standard II gekauft. Somit konnte 

insgesamt eine Angabe in pg Luciferase pro mg Protein 
gemacht werden. 



25 Beispiel 9 

Gentransfer in K562-Zellen mit PEI(25 kD) -DNA-Komplexen 
in Gegenwart und Abwesenheit des Copolymers P3YE5C 
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K562- Zellen {ATCC CCL 243) warden in RPMI- 1640 -Medium 
untrer Zueatz von 10 % FCS, 100 units/ml Penicillin, 
100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin bei 37°C in 
einer Atmosphare von 5 % C0 2 kultiviert. Die Zellen 
5 wurden am Abend vor der Transfektion mit Desferoxamin 
zu einer Endkonzentration von 10 jjlM versetzt. 
Unmittelbar vor der Transfektion v/urde das Medium 
gewechselt, Je 50.000 Zellen in je 160 /xl Medium wurden 
in die Vertief ungen einer 96-WeIl-Piatte ausgebracht . 

10 

Transferrin-PEI (h?f~PEI 25 kD) wurde im wesentlichen 
wie von Kircheis et al. beschrieben (Kircheis et al., 
1997) durch reduktive Aminierung hergestellt. Ss wurde 
ein Produkt erhalten, das durchschnittlich 

15 1.7 Transferrinmolekule pro PEI-Molekul gekoppelt hat- 
In einem Vorversuch wurde eine Zusammensetzung von 
hTf -P£I-Poiyplexen bestimmt, die hohe Transfektion 
ergibt und bei der ein deutlicher EinfluA des 
Rezeptorliganden feststellbar ist. 

20 32,4 jig hTf-FEI (Mengenangabe bezieht sich auf hTf) in 
600 ul HBS wurden mit 36 pg PEI (2 5kD) in 600 ul HBS 
vereinigt. Zu dieser Mischung wurden 40 ug DNA (pCMVLuc) 
in 600 ul HBS pipettiert und gemischt. Je 2 70 ul der 
result ierenden Losung wurden nach 15 min zu je 50 ul von 

25 Losungen des Polymers P3YE5C in HBS bzw. HBS alleine 
gegeben. Diese Losur.gen enthielten Pol vine rmengen, die 
0/0,5/1/1.5/2/3 Ladungsaquivalenten bezuglich der Ladung 
der eingesetzten DNA enthielten. Gleichermaflen wurden 
DNA-Komplexe ohne hTf mit der aquivalenten Menge PEI 

30 hergestellt (4C ug DNA + 42 ug PEI + Hullpolymer) . Je 
60 yl der resultierenden Mischungen (entspricht einer 
Menge von je 1 ug DNA / well) wurden in je 
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5 Vertiefungen einer Rundboden-96-Well-PlatT:e vorgelegt 
und 50.000 K562 in je 160 pi RPMI-Medium warden 
zugegeben, Nach 24 h wurden die Zellen durch 
Zentrifugation sediment iert, der Ober stand durch 
5 Aspiration entf^rnt und je 100 pi Lysepuffer (250 mM 

Tris pH 7.8; 0.1 % Triton X-100) wurden zugegeben. Nach 
15 min Inkubation wurde durch Pipettieren gemischt und 
je 10 pi Probe wurden zum Lucif erasetest im 96-well- 
plate-Format in eine schwarze Platte (Costar) 

10 tran3feriert und mit je 100 pi Lucif erin-Substrat-Puf f er 
versetzt. Die Messung der resultierenden Lichtemission 
erfolgte mittels Microplate Scintillation & Luminescence 
counter „Top Count" (Fa. Canberra-Packard, Dreieich) , 
Die Meftzeit betrug 12 Sekunden, die Meflverz&gerung war 

15 10 min. und Hintergrund-Werte wurden autornatisch 

abgezogen. Als Standard wurden je 100 , 50, 25, 12.6, 
6.25, 3.13, 1.57, 0.78, 0.39, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02S, 
0.013, 0.007 und 0 ng Luciferase (Boehringer Mannheim) 
in je 10 pi Lysepuffer (=» 2-fache Verdunnungsserie) 

20 unter gleichen Bedingungen gemessen und daraus eine 
Eichkurve erstellt. 

Fig. 9 zeigt das Srgebnis der Gentransf erexperimente 
mit PEI~DNA-Komplexen (N/P = 8) in K562-Zelien in 
Gegenwart und Abwesenheit von Transferrin als 

25 Rezeptorligand unter Zusatz des Copolymers P3YE5C. Das 
Copolymer interferiert nicht mit Gentransfer und 
steigert diesen sogar, wenn ein Rezeptorligand im DNA- 
Komplex vorhanden ist. Gezeigt ist die Expression des 
Reporcergens Luciferase bezogen auf die Menge 

30 Gesamtprotein im Zellextrakt (Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus Triplikaten) . 
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Beispiel 10 

| Transfektion der Brustkrebszellinie MDA-M3435S mit 

; Polylysin-DNA-Komplexen in Gegenwart und Abwesenheit 

5 des Hullpolymers P3INF7 

MDA-MB4 35S Zellen (ATCC?? humane Brustkrebs-Zellinie) 
wurden in DMSM-Medium unter Zus&tz von 10 % FCS, 
100 units/ml Penicillin, 100 ng/ml Streptomycin und 
2 mM Glut amine bei 37 °C in einer Atmosphare von 5 % C0r< 
10 kultiviert. Am Abend vor der Transfektion wurden die 
Zellen zu 20.000 Zellen pro Vertiefung in 96-Well- 
Platten (Flachboden) ausgebracht. 



Die DNA-Komplexe wurden wie foigt hergestellt: 
15 Berechnung fur 1 Well: Zu erzielende Menge ist 1 yig DNA 
pro Well, 4 \iq pLl7 0 in einei?. Gesamtvolumen von 60 ]xl 
HBS. Diese Mengen wurden mit 1,2 multipiiziert , Die 
DNA-Komplexe wurden wie in folgender Tabelle angegeben 
gemixt, wobei zuerst DNA zu Polylysin gegeben wurde und 
20 dies wiederum nach 15 min zu Polymer P3INF7 bzw. zum 
Puffer. Die Versuche wurden in Triplikaten ausgefuhrt. 
Je 60 pi DNA-Komplexe wurden zu Zellen, bedeckt von 
150 pi Medium gegeben, Nach 4 h wurde Medium 
gewechselt, nach 24 h wurde nach Waschen mit PBS und 
25 Sugabe von 100 pi Lysepuffer der Luciferasetest und der 
Proteintest wie in Beispiel 9 beschrieben durchgef iihrt . 
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Nr. 


P3rNF7 


HBS 
Pi 


pL17G 

ul = \xg 


HBS 


1.2\iq 
DNA in 
H3S (Ul) 


1 


144,6 
(5 nmol) 


71,4 


28,0 


79,2 


108 


2 


289,2 ~ 1 
(10 nmol) 




28 , 8 


42,6 


71,4 


3 






28,8 


1G7, 

2 


216 



Fig, 10 zeigt das Ergebnis dor Gentransferexperimente 
mit Polylysin-DNA-Komplexen in die humane 
Brustkrebszellinie MDA-MB435S in Gegenwart und 
Abwesenheit des Copolymers P3INF7. In Abwesenheit des 
Copolymers tritt keine mefibare Reportergenexpression 
auf. Die pH-abh£ngig membranzerstorende und somit 
endosomolytische Aktivitat des Copolymers bewirkt 
effizienten Gentransfer. 5 nmol bzw. 10 nmol P3INF7 
beziehen sich auf die Menge des eingesetzten, 
polymergebundenen Peptids INF7 . 

Beispiel 11 

Lipofection in Gegenwart von Htillpolymeren (Fig. 11) 

NIH3T3-Zellen (ATCC CRL 1658) wurden in D MEM-Medium 
unrer Zusatz von 10 % FCS, 100 units/ml Penicillin, 
100 \*q/ml Streptomycin und 2 mM Glutamine bei 37 °C in 
einer Atmosphere von 5 % C0 2 kuitiviert. 
Am Abend vor der Transfektion in 6-Well-Flates in einer 
Dichte von 500.000 Zellen pro Vertiefung ausgebracht . 
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Herstellung von DNA-Komplexen : 

16 yg DNA in 240 pi 20 mM HEPES pH 7 . 4 wurden mit einer 
Losung von 242 nmol POTAP/Cholesterin-Liposomen in 
240 pi des gleichen Puffers versetzt. Dies ergibt ein 
5 Ladungsverh&ltnis (V-> von 5, 210 pi der result ierenden 
LSsung wurden zu 105 pi einer Losung pipettiert, die 
6,36 nmol des Polymers P3YE5C enthielt (bezogen auf den 
Peptidanteil YE5C; dies entspricht 3 DNA- 
Ladungs&quivaienten) . Fur den Kontroilversuch wurden 

10 210 pi DOTAP/Cholesterin-DNA 2u 105 pi 20 mM HEPES 
pH 7.4 pipettiert. Je 90 ul der resultierenden 
DNA-Komplexe wurden den Zellen zugegeben, die sich in 
800 pi frischem Medium befanden; dies entspricht 2 pg 
DNA pro Vertiefung. Die Versuche wurden in Triplikaten 

15 ausgefuhrt. 

Gleichermaften wurde der Versuch mir tipof ectamine w 
anstatt DOTAP/Cholesterin durchgef uhrt . In diesem Falle 
wurde eine Menge von Lipofectamin (DOSPA) eingesetst, 
die zu einem Ladungsverhaltnis von 7 {*/-) fiihrt, 

20 30 min nach Zugabe der DNA-Komplexe wurden den Zellen 
je 1 ml frisches Medium zugefugt, nach 3 h weitere 
2 ml. Das Medium wurde nicht gewechselt. 22 h nach 
Komplex-Zugabe wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 
in 500 pi Lysepuffer lysiert. Aliquots des Sellysats 

25 wurden im Lucif erasetest und zur Proteinbestimmung 
eingesetzt . 

Fig. 11 zeigt das Ergebnis der Lipofection in NIH3T3- 
Zellen in Gegenwart und Abwesenheit des Copolymers 
P3YE5C. Weder die Transfektion mit DOTAP/Cholesterin- 
30 DNA noch jene mit Lipofectamin wird signifikant 
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erniedrigt (3 LadungsSquivalente des Copolymers; 
DOTAP/Cholesterin-DNA hat bei dieser Zusammensetzung 
ein neutrales Zetapotential, s. Fig. 7). 

5 

Beispiel 12 

Transf ektion von HepG2-Zellen mit DOTAP/Cholesterin-DNA 
unci PEI-DNA in Gegenwart und Abwesenheit von P6YE5C 

10 

HepG2-Zellen (ATCC HB 8065) wurden in DMEM-Medium unter 
Zusatz von 10 % FCS, 100 units/nl Penicillin, 100 iag/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamine bei 37 °C in einer 
Atmosphere von 5 % CO2 kultiviert. 

15 Zwei Tage vor der Transfektion wurden die Zellen in 
6-Well-Plates in einer Dichte von 500.000 Zellen pro 
Vertiefung ausgebracht* Die Transfektion mit 
DOTAP/Cholesterin erfolgte exakt, wie oben fur NIH3T3- 
Zellen beschrieben, wobei diesmal Polymer P6YE5C 

20 verwendet wurde. Welters wurden 7 \ig DNA in 105 ]il 
HEPES-Puffer zu 7,3 pg PEI 25 kD gelost im gleichen 
Volumen pipettiert. Nach 15 min Inkubation wurde diese 
Lbsung zu 10 5 yl einer Lfcsung des Polymers P6YE5C 
pipettiert, die 3 DNA-LadungsMquivalente an YE5C 

25 enthielt. Je 90 \xl dieser LSsung wurden den Zellen 
zugegeben* Die Versuche wurden in Triplikaten 
ausgefiihrt. 

Pig. 12 zeigt den Gentransfer in. HepG2 -Zellen in 
Gegenwart und Abwesenheit des Copolymers P6YE5C » 
3 0 Transfektion durch DOTAP/Cholesterin-DNA wird nicht 

signifikant inhibiert. Die Tranefektion durch PEI-DNA- 
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Komplexe wird emiedrigt (3 Ladunsaquivalente des 
Copolymers) , 



Beispiel 13 
5 Intravenoser Gentransfer in vivo 

a) Kontrolle (PEI-DNA, N/P = 8): 

150 pg DNA (pCLuc) in 337.5 pi 20 mM HEPSS pH 7.4 
wurden zu 156,4 pi PEI (25 JcD, Aldrich) im gleichen 
10 Volumen HEPES-Puffer pipettiert. Nach 15 min wurden 

75 pi 50 % Glucose zugegeben. Von dieser Losung wurden 
je 100 pi in die Schwanzvene von Mausen injiziert 
(entsprechend einer Dosis von 20 pg DNA pro Tier) . 

15 b) Kontrolle (DOTAP/Cholesterin-DNA; 
Ladungsverhaltnis V- = 5) : 
DOTAP-Cholesterin-Liposomen wurden nach 
Standardvorschrift hergestellt (Barron et al., 1998). 
In diesem Fall wurden Liposomen roit einem molaren 

2 0 Verhaltnis DOTAP zu Cholesterin von 1:1 hergestellt und 
einer Endkonzentration von DOTAP von 5 mM in 5 % 
Glucose. 130 pg DNA in 91.1 ill 20 mM HEPES pH 7.4 
wurden zu 393.5 ill Liposomensuspension gegeben* Nach 
15 rain wurden 65 pi 50 % Glucose zugegeben. Von dieser 

25 Losung wurden je 100 pi in die Schwanzvene von Mausen 
injiziert (entsprechend einer Dosis von 20 pg DNA pro 
Tier) • 
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c) PEI-DNA (N/P = 8) mit Copol ymerhulle : 

150 pg DNA in 2475 pi wurden zu 156.4 pg PEI {25 kD) im 
gieichen Volumen unter Vortexen zugegeben. Nach 15 min 
wurden 3 Ladungsaquivalente (bezUglich der Ladungen der 
eingeset zten DNA-Menge) an Polymer P3YE5C in 24 75 pi 
HEPES-Puffer unter Vortexen zugegeben. Nach weiteren 
30 min wurden die DNA-Komplexe durch Zentrifugatxon in 
Centricon 30-ROhrchen auf sine DNA-Konzentration von 
4 54 pg/ml auf kcnzentriert . Diese LSsung wurde dann 
unter Zugabe von 50 % Glucose und 20 mM HEPES pH 7.4 
auf eine Endkonzentration von 200 pg DNA pro ml und 5 % 
Glucose gebracht. Von dieser LSsung wurden je 100 pi in 
die Schwanzvene von Mausen injiziert (entsprechend 
einer Dosis von 20 pg DNA pro Tier) . 

d) DOTAP/Cholesterin-DNA (5:1) mit Copolymerhulle: 
393.9 pi L ipos omens uspension wurden direkt zu einer 
L63ung von 130 pg DNA in 65.3 pi Wasser pipettiert . 
Nach 15 min wurden 3 Ladungsaquivalente P3YE5C in 
216.9 pi HEPES-Puffer zugegeben und nach weiteren 

30 min 75 pi 5 % Glucose. Von dieser Ldsung wurden je 
115.5 pi in die Schwanzvene von Mausen injiziert 
{entsprechend einer Dosis von 20 pg DNA pro Tier) - 

Fig. 13 zeigt das Ergebnis der in vivo 
Gentransf erexperimente : PEI-DNA- bzw. 

DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexe mit oder ohne gebundenes 
Copolymer P3YE5C (3 Ladungsaquivalente) wurden in die 
Schwanzvene von Mausen injiziert (n = 6) . Die Tiere 
wurden 24 h nach Injektion geopfert, und die 
Reportergenexpression in Organen wurde bestimmt. Die 
htfchste Aktivit&t wurde jeweils an der In jektionss telle 
gemessen, mit PEI-DNA-Copolymer trat signifikante 
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Reportergenexpression in Lunge und Herz auf f wahrend 
Gentransfer in die Lunge durch DOTAP/Choiestexin-DNA 
bei Anwendung des Copolymers inhibiert wurde. 



5 Beispiel 14 

Sterische Stabilisierung von PEI-DNA-Komplexen 

PEI-DNA-Komplexe v/urden exakt wie in Beispiel 6 
beschrieben hergestellt (PEI-DNA, N/P = 8, 0/1,5/3 
Ladungsaquivalente Copolymer P3YE5C bzw. P6YE5C) ♦ Die 

10 Grofle der Komplexe wurde mittels dynamischer 

Lichtstreuung bestinrmt und betrug 20 bis 30 nm. 
Daraufhin wurde 5 M NaCl zu einer Endkonzentration von 
150 mM zugegeben. PEI-DNA ohne Copolymer aggregierte 
sofort (nach 5 min war eine Population von Partikeln 

15 >50 0 nm zu messen; nach 15 min war die Mehrzahl der 

Partikel >1000 nm; uber Nacht fielen die Komplexe aus 
der Losung aus) . Xn Gegenwart von P3YE5C bzw, P6YE5C 
(1,5 oder 3 Ladungs&quivalente) blieb die Fartikelgrdfie 
zumindest Uber 3 Tags stabil. 

20 Ebenso fuhrte die Zugabe von BSA zu einer 
Endkonzentration von 1 mg/ml zu sofortiger 
Prazipitation von PEI-DNA. In Gegenwart von P3YS5C bzw. 
P6YE5C (1,5 Ladungsaquivalente und mehr) bleibt die 
Partikelgr5fce zumindest liber 24 h konstant (siehe auch 

25 Fig, 6c) . 
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Patent ansptiche 



1. Geladenes Copolymer der allgemeinen Formel I 




wobei R amphiphiles Polymer oder ein homo- oder 
hetero-bif unktionelles Derivat da von ist, 



und worin X 

10 i) eine AminosSure oder ein Aminosaurederivat , ein 

Peptid oder ein Peptidderivat oder ein Spermin- 
oder Sperroidinderivat ist; oder 



15 



ii) worin X 
a 

d C b 

I 

c 



ist, 

wobei 

20 a H oder, gegebenenfalls halogen- oder 

dialkylamino-substituiertes, Ci-Cs-Alkyl 
bedeutet; 

und wobei 
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10 



15 



20 



25 



30 
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b, c und d gleiches oder verschiedenes, 
gegebenfalls halogen- oder dialkylamino- 
substituiertes Ci-C$-Alkylen bedeutet; 

oder 

iii) worin X 
a 

i 

ist, 

wobei- 

a H oder, gegebenenf alls halogen- oder 
dialkylamino-substituiertes, C x -C 6 -Alkyl 
bedeutet, und wobei 

b und c gleiches oder verschiedenes, 
gegebenenfalls halogen- oder dialkylamino- 
substituiertes Ci-C 6 -Alkylen bedeuten; Oder 



iv) worin X 

eine substituierte aromatische Verbindung mit drei 
funktionellen Gruppierungen W1Y1Z1 ist, wobei W, Y 
und Z die unten angegebenen Bedeutungen haben; 

wobei 

W, Y oder Z gleiche oder verschiedene Reste CO, 
Nfi, 0 oder S oder eine zur Reaktion mit SH, OH, NH 
oder NH 2 befahigte Linkergruppierung sind; 
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und wobei das £f f ektormoleklil E 
ein kationisches oder anionisches Peptid oder • 
Peptidderivat oder ein Spermin- oder 
Spermidinderivat oder ein Glykosaroinoglycan oder 
ein nichtpeptidisches Oligo/Poiy-kation oder 
-anion; worin 

m und n unabhSngig vcneinander 0, 1 oder 2 sind; 
worin 

p vorzugsweise 3 bis 20; und worin 
1 1 bis 5, vorzugsweise 1 ist. 



15 2. Copolymer nach Anspruch 1, worin das amphiphile 
Polymer ein Polyalkylenoxid ist. 

3« Copolymer nach Anspruch 2, worin das amphiphile 
Polymer ein Polyalkylenglykol ist. 

20 

4. Copolymer nach einem der AnsprQche 1 bis 3, worin 
X oder E ein geladenes Peptid- oder Peptidderivat 
ist. 

25 5. Copolymer nach einem der AnsprQche 1 bis 4, an das 
ein Ligand fur eine h6here eukaryotische Zelle 
gekoppelt ist, 

6. Komplex, enthaltend ein oder mehrere 
3 0 Nukleinsauremolekule und ein oder mehrere 

Copolymere nach einem der Ansprtiche 1 bis 4« 
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7. Komplex, enrhaltend ein oder mehrere 
NukleinsSuremolekule, kondensiert rait organischen 
Polykation- oder kationischen Lipidmoiekaien, 
dadurch gekennzeichnet , dafi er an seiner 

5 OberflSche ein geladenes Copolymer der allgemeinen. 

Formel I uber ionische Wechselwirkung gebunden 
hat * 

8. Komplex nach Anspruch 6 oder 7, enthaltend ein 
10 therapeutisch wirksames Nukleinsauremolekul . 



9. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend einen 
Komplex nach Anspruch 8. 
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Zusammenfassung 



Copolymere aus einem amphiphilen Polymer, vorzugsweise 
Polyethylenglykol, und einem geladenen Ef fektormolekUl, 
insbesondere einem Peptid oder Peptidderivat . 
10 NukleinsSurekomplexe, in denen Nukleinsaure mit einem 
Polykation kondensiert und die an der Oberflache das 
geladene Copolymer gebunden enthalten, als nichtvirale 
Vektoren far die Gentherapie. 
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